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1.) INTRODUCaON 

El anllisla de forrajea ae puede realizar con dlatlntaa finalida­

des: 

El fin primordial radica en lograr datos-para 1ma cancterlza -

ci6n y·valoraci6n de toa materiales nutritivos con fines prlctlcos. 

El anAlisls de loa element~ nutrientes en loa forrajea puede t,­

ner otro enfoque con el desarrollo de inveatlgaci6n científica, -

por ejemplo, elaboraci6n de nuevos métodos para componentes 

ya conoc.idos, el estudio dé problemas de química bromatol6glca, 

o la realizac16n de eatldoa espectales para trabajos científicos­

en e l campo de la Fisiología de la nmrici6n como en el deacu -

brimiento de la materia orginica de origen animal y vegetal, obl~ 

gan a tener e•os hechos en cuaenta cuando se trate de realizar y 

valorar las sustancias nutritivas Ademla de lo anterior hay que 

tener presente que el mayor rendimiento de los animales domés­

ticos en la actualidad lleva consigo 1m aumento considerable en las 

exigencias alimenticias tanto cuantitativas como cualitativas. 

Naturalmente que es imposible recoger todos loa métodos qul'mi -

coa analíticos referentes a los forrajea que en todo el mwldo se -



e laboran o experimentan 

En este trabajo estin los métodos que se consideran buenos, -

suficientes para fines· prlcticos 

r .os países industrializados son tos que cuentan con centros de -

investigac16n química, no obstante las compaftías mis importa!!_ 

ces del orbe en alimentos balanceados cuentan con laboratorios­

químicos modernos que van a la vanguardia en investigacil>n; - -

. asimismo lo son las Universidades que juegan WJ papel importan. 

te en investigaciOn química.e orno tas de Europa y los Estados -

Unidos. 

La preparaci6n y et estudio anaUtico de los forrajes se divide de 

acuerdo con et carlcter de los alimentos y aj ustindose a. la cla -

sificaci6n de éstos, en dos grandes grupos : r .os productos de -

ta propla empresa agropecuaria y los cultivados en la superfici~ 

de ta tierra, en la cual se debe actuar de forma diferente que cua~ 

do .se trata de anlllsis yvaloraci6n de forrajes comerciales Fs-

tos últimos son aquellos que el ganadero compra y que en deter -

minados casos proceden del mercado mundial a través del triflco 

comercial Como ambas clases de .alimentos son igualmente ne­

cesarias para la ma yoría de las ramas de la industria agropecua_ 



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

16gicas que a continuad6n figuran. 

Al observar el cuadro 1, destaca la complejidad de las suatan­

das bio16gicamente importantes que se hallan en la mat:eria or­

glnica. Se realiza una dlstr ibuci6n por grupos de loa componer:i 

tes· q uímicoa de loa alin:,.entoa del hombre y animales . Muchos 

de loa componentes de forrajea entran regularmente en conaide 

raci6n para au valoraci6n analítica y otros .solamente en caaoa­

espedalea. 

Sustancias con ··a.gnificad6n biol6glca. 

Componentes de los alimentos y del cuerpo 

Suatancias estructurales y energéticas del organismo viw 

A) Portadores de· energía. 

Carbohidratos ( almid6n, azClcar, celulosa, hemtcelutosa, -

etc. ) , grasas, proteína en exceso. 

B) Sustancias estructurales 

a) Elementos plbticos. 

1) Orginicos: Proteína, amtnoicldoa escendales, 

leidos grasos esendales. 



2) lnorgAnicos: Agua, compuestos de caldo, 

magnesio, ff>sforo, potasio, sodio, cloro, 

hierro y azufre 

b) Biocatalizadores : 

1) Biocatalizadores del organismo~ fermentos 

y hormonas. 

2) Biocatalizadores de la alimentadm: Vitami 

nas, compuestos tnorgAnicos de los oligoete 

mentos 



11.) GENERALIDADES. 

1) TOMA DE MUESTRA. 

Todos los análisis que se llevan a cabo con un interés para 

la alimentación animal persiguen la finalidad de averiguar t2 

do lo más exactamente posible los componentes determinan-­

tes del valor nutritivo de un alimento unico o de una mezcla. 

El análisis, como tal se lleva a cabo sobre una muestra re­

lativamente pequeña, por consiguiente ·está claro que esta - -

muestra debe representar una medida exacta de la masa to- -

tal. La formación de dicha muestra media es la parte pri-­

mera y más importante de todo el análisis, Errores en la 

toma de la muestra dan lugar a un cuadro falso sobre el con 

tenido de. principios nutritivos, a pesar de un análisis exac­

to y cuidadoso y sólo más tarde fcaso de que tales errores 

sean descubiertos, lo que no siempre es seguro ) pueden ser 

corregidos mediante una nueva toma de muestra y un nuevo­

análisis. Pero en muchos casos, no es posible la repetición 

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 depósitos de 
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forrajes a los cuales hay que atenerse cuidadosamente inclu-

so en sus detalles m4s mínimos.· En el caso de 

los alimentos de la propia empresa agropecuaria (hierva, he­

no, ensilado, remolachas y similares) la consecuencia inme­

diata de una inadecuada toma de muestra es la obtenci6n de-· 

un cuadró falso en cuanto al valor nutritivo de las disponibi!!, 

dades de alimentos; en el caso de alimentos comerciales en-: 

tran en juego, por otra parte, intereses econ6micos considera 

bles. En este último caso, por lo tanto, son exigibles una-, 

mena preparación y un celo extraordinario del encargado de­

tomar muestras y atenerse siempre a las normas establec;:i .. -

das. Esto tiene especial interés cuando se trata de anAlists­

de forrajes que hayan de servir como prueba ante las auto·.· 

rldades. 

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

ci6n agrícola. 

Pata 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 



caracter1zaci6n de la muestra (dfa y hora de la toma­

e lndicaci6n exacta de la superficie en cuesti6n o de -

la parcela experimental en su caso), Deben anotarse­

los datos meteorol.6gicos refei:entes al día de recogida 

la muestra, en caso de ser necesario incluso los del­

día 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 

precipitaci6n), la recogida de 1a muestra sed de tal -

manera que se arranquen con la mano pequeftos mano­

jos aislados en muchos puntos, distintoS de la superfi­

cie total. Todas estas pequeftas muestras se mezcla-­

mn y juntarán slnnlngún orden y tomando lnrnediatame.!! 

te plantas alsladas de muchos puntos,se reunimn una o 

varias muestras medias para el análisis. Estas se U! 

varln a analizar tan pronto sea posible a fin de que -

pueda ser tratadas el mismo dfa. lin caso de que el 

laboratorio esté situado tan lejos que las hayaQ. de ser 

enviadas., se pesan inmediatamente después de la reco­

gida varias porciones aisladas, un kilogramo de cada 

una, de tal modo que representen una media del mai;e 
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rial a analizar, se introducen en bcXes metilicos de 

derre hermatico, afladi6ndose _111 poco de clorofor- -

mo, se derra y se envfan por la vía mis rlplda al -

laboratorio. Estas muestras, una vez pesadas, se­

someterin a una desecaciái previa para el análisis de 

los prindplos mtritivos brttos. Este m6todo no es 

ltilizable para la determinación de componentes 11>1 

les de la hierba verde ( caitenido vitamínico). 

En este caso no qmda <tro remedio que trasladar al­

campo el material de labaratono e inmediatamente de 

la toma de muestra comenzar el proceso analitico lle­

vlndolo hasta una fase tal que no pueda tener ya lugar 

a _ninguna variadm en el contenido~ 

3) TOMA DE MUESI'RAS EN FORRAJES OOMERCIALES. 

Ccnslderamos como forrajes canerciales, en primer lugar, -

el heno y la paja, forrajera en bolsas prensadas. Una vez que 

se han recogido de diversas partes del dep&lto o almdn al 

gunas bolsas en ntimero de pendiente del tam~o del mismo, se 

abren y se toman muestras medias del interior. Estas a su -

vez se reunen y se tratan del modo sig~nte 
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Al igual que al heno·, no es flcll ya que en ID1 almiar gra!!. 

de, incluso en productos cultivados uniformemente, pueden -

aparecer diferencias, si bien estas mucho menores el C,! 

so de las gramíneas que cuandQ se tratan de plantas forraj!, 

.ras con mucha hoja (alfalfa, variedades de trébol y otras -

leguminosas y hortalizas) J::U desprendimiento de las finas -

hojitas hace variar fuertemente el contenido en principios nu 

trltivos brutos de las capas superficiales del dep6sito de he­

no en contraposlci6n 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 pequeftas, las cuales se mezclan cuidadosamente -

reduciéndose progresivamente la masa. total resultante en ca­

pas sucesivas mediante nueva toma de maestra hasta que lle 
. -

guen a obtener una muestra media final para el. análisis. La 

masa de ésta muestra debe oscilar alrededor de los tres Id.­

los. 

4) PR.l:U'AMClUN Uli LAS MUli.'STR&i PARA liL ANAL.J.l)llS, 

La muestra media, que ha sido tomada según las normas ª!! 

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

9 



anfilisis directo. Deben llevarse a cabo nlDilerosas determi -

nadones independientes y cada una de ellas con dos o mis -

anlllsis paralelos. Cada pesada tomada para determinad 6n 

linica · debe ser ta:almente homog&iea y a su vez :representar 

cm la mayor exactitud 1D1a media de la muestra tcxal. Esto 

es solamente posíbie cuando la muestra ha sido finamente mo 

.lida y cuidadosamente mezclada. 

La necesaria homogeneidad de la muestra anah"'tica se logra 

del modo mls sencillo y mejor deseclndola COD mayor cuida 

do, esto es, a la temperatura mAs baja posible y ~ le mue_ 

le finamente en m molino de laboratorio, adecuadQ, de for 

ma que todo el material atraviese ell' cedazo fino de 1 mm -

de malla. 

Todas las determinadones, por ejemplo,. el an4lisis de los 

prindpios nl:triti vos brl:tos se pueden 

llevar a cabo con LUl8 sustnaica así preparada. Para muchos 

forrajes · que se presentan en forma compacta, :remolachas en 

teras o pattidas a la mitad heno largo y paja, grinulos, es 

frecuentemente imposible. llevar a cabo LUl8 preparacioo di:rec_ 

ta para el anllisis. Debe efectuarse 1m detto troceado pre. 
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vto. donviene, sin embargo, limi~rlo tanto como sea posi­

ble y llevarlo a cabo solamente en los casos realmente im-­

prescindlbles, dado que siempre lleva en sí el peligro de -­

transformaciones o modificaciones en los productos, Tal -­

tfCX:eado se consigue, por ejemplo, seccionando heno y P! 

ja en una pequefia picadora de laboratorio y cortando las re­

molachas y similares con el cuchillo. b:sto se debe realizar 

en todos los casos sin pérdida de sustancia y evitando eleva­

ciones de temperatura. La molienda de los cereales ocasio 

na en la mayoría de los casos una cierta deshidrataci6n como 

consecuencia de la inevitable elevaci6n térmica por reamten -. 

ros, no es por lo tanto recomendable y solo debe e:fectuarse -­

después de un desecado previo de la muestra. 

lil desecado previo del material analítico, con el fin de mo-­

lerlo finamente, se consigue del mejor modo en µna estufa· -

de desecación a una temperatura 60 -70"'. La aspiración len­

ta de aire fresco favorece la desecación r.1pida, En la may~ 

ría de los casos en el a~lisis de forrajes interesa solamen­

te la composici6n del residuo seco, pero también el conten_! 

do de la sastancia seca como tal. !'ara ello se debe pesar · 

en fresco la muestra analítica en un recipiente apropiado, se 
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co y tarado con anterioridad a la desecaci6n. La muestra 

permanece, segtin su contenido acuoso inicial, de 1 a 3 días 

en la estufa de desecaci6n. Se deja a continuación todo el 

día al aire en ma habitaci6n seca y se pesa de nuevo. La 

p!rdida de peso así hayada ~be ser tenida en cuenta al cal 

cular las cifras analíticas referentes al estado original del -

forraje Seguidamente se muele la muesta. En la mayoría 

de los casos, para Wl producto bien desecado previamente, 

basta Wl molino de- cucblllas relati vamenté barato y de traba -

jo rlpldo. 

Para sustancias que son diflciles de triturar, materiales ri 

cos en azQcar y grasa, entre ctros, es necesario frecuente 

mente emplear molinos que. trabajan con arreglo a sistemas 

esencialmente más caros, por ejemplo, el molino de muti 

llos. Es muy di:ff'cil moler la- tttalidad de la muestra final 

hasta_ el graqo necesario de. finura, pero puede evitarse este 

inconveniente moliendo constantemente la ta:alidad de la mues 

tra previamente desecada, mezclando luego cuidadosamente y 

:formando, con especial cuidado, ma nueva muestra más pe 

quefla que se muele con Wl pequeño molino de anllisis a fin -

de obtener la cam:idad precisa para las pesadas, para las 
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cuales sea necesario efectuar. Tales molinos especiales ~ 

ra pequeflas cantidades son por ejemplo : el molino colcidal. 

5) DETERMINACION DE LOS PRINCIPIO NUTRITIVOS BRtJI'OS~­

La determlnadOo del cmtenido en prlnclpos n\lrltivos bntos 

se basa en m6todos que han sido elaborados en los Centros de 

lnvestigadOo de Europa y las Universidades Estatales de los­

Estados Unidos como ya se mendooO en la Introduccl.Oo, sm­

métodos modernos con pequeftas modlflcaclones, de los que en 

aflos atrls se han ltilizado~ Los métodos que aquí se men dQ.. 

nan han sido elaborados en las mejores Universidades de los -

Estados Unidos en anllisls químicos agropecuarios que cuentan 

CC11 modernos laboratorios y equipo de lnveldgad(ln, éstos - -.. 

centros son : Unlverslty of llllnols, Califorola Instltute c1 Tecl!, 

nology, Utüverslty of Texas, Texas Agrlculture y Mechanlcal, ~ 

University of Arlzona, lnstltute of lnvestlgatiOo Cattle of Partland 

Oregoo etc. por solo mencionar algunas. 

El método de los prlndpo nutritivos brutos determina los al -

gulentes compuestos : 

1 ) Residuo seco ( sustanda seca ) 

2 ) Prtte!na bruta ( materia nitrogenada tttal ) 
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3 ) . Ceniza mua ( residuo de incineracitJn ) 

4 ) Grasa bruta ( extracto etfreo ) 

5) Fibra bruta. 

Un. anllisis completo proporciona todavía un componente posterior;' 

las llamadas " Materias extractivas libres de nitr6geno ". Estas 

comprenden esencialmente los carbohidratos solubles y se calculan 

por diferencia al sustraer de la sustancia seca ta suma de los COD!.. 

ponentes canprendidos entre B) y C). En tas consideraciones que siguen 

·se caracterizan de modo general y breve los prlncipos m.tritivos br11os 

que propord.ona este método. 

6) SUS'f ANCIA SECA. 

La determiriaci6n del residuo se~ en el material analf'tlco sirve­

unicamente para la determinacitn de la cantidad de sustanda se­

ca presente en tll forraje. 

Por el contrario no es apropiado como medida exacta del conteni -

do a~o •. Esto se debe a que durante la desecad6n.ademls del 

a~ también se perden otras ·sustancias voffitlles~y ~mis por­

que ciertas reacciones químicas t:tue ocurren durante la desecacitn 

.ocasionan variaciones de peso en parte con carlcter positivo y o -

tras coo carácter negativo~ La determinaci6nltotalmente:exacta -

y precisa del contenido acU9So es frecuentemente t11 problema di -

fl'dl que para ciertos productos todavía no esti solucionado. 
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7J l'RarEINA BRUTA. 

l'uesto que el nitrógeno representa en la mayoría de las su! 

tancias proteícas un porcentaje relativamente constante, _alr! 

· dedor del 16}6., la determinación del nitrógeno en forma orgá­

nica sirve como medida del contenido protéico de forrajes; -

pero como además se encuentran presentes en 1 pequeñas 

cantidades otros compuestos nitrogeados de naturaleza no pro 

téica, sólo puede designarse como protéina bruta el valor -­

protéico calculado a partir del contenido total de nitr6geno. -

.rara el análisis se utiliza1sin excepción, el método de ----­

Kjeldahl. Se suponen ya conocidos i:anto el fundamento del -

análisis según Kjeldahl como los aparatos en el utilizados, 

t:l valor de proteína bruta se obtiene multiplicando Ja canti -

dad de nitrógeno por ciento por 6.25. lin casos especia-­

les cuando existen tipos de proteína con contenidos de nitró­

geno más bajos o más altos, o en presencia de grandes ca! 

tidades de materia nitrogenada no protéica (que contiene sief!! 

pre una cantidad de nitrógeno mucho mayor que la proteína de 

tipo medio), se cometen ciertos errores por la utilización de 

ese simple cálculo y se deberían utilizar ot'ros factores,, sin-
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sin embargo éste no es el caso en los análisis de forrajes. 

Aquí se utiliza siempre el factor de 6.25. 

8) · t:ENJZAS BRUTAS. 

Para la determinación de cenizas brutas se incinera el forr! 

je, La determinación de cenizas brutas carece ~, significa­

ción para la apreciación de la sustancia mineral y permite -

como máximo una orientación sobre cantidades aproximadas. 

La combustión sirve más bien para la determinación del CO,!! 

tenido en sustancia mineral y permite como máximo una orien 

tación sobre cantidades aproximadas. La combustión sirve -

IRÑ bien para la determinación del contenido en sustancia º! 

gánica y encierra desgraciadamente muchas posibilidades . de­

error. Tiene que ser lenta y cuidadosa de acuerdo con mu­

chas normas. . l"recuentemente permanecen en la muestra - -

restos de material sin incinerar completamente. Además, -

despues de la combustión, el exceso básico se encuentra en­

gran parte en forma de carbonatos, por ejemplo como car~ 

to de sodio , carbonato (je ,cxaatoycarbonato de calcio. lil Aci 

do carbónico de tales carbonatQS no permanece, sin embar-

go 1pt°Qpla.tneot~ a las cenizas sino a la sustancia orgánica, -
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puesto que tales carbonatos se originan durante la combus--

tión. cuando se incinera a temperatura más alta, lo cual -

facilita y acelera el proceso, se volatiza la mayor ·pare~ del 

ácido carb6nico; Pero como también muchas sales alcalinas 

(l<Cl, NaCl, l<2C03,) son ya algo vol4tiles a 70<tcel conten,! 

do en cenizas que se obtiene es demasiado bajo y por tanto­

erróneo. Utra fuente de error se presenta en los forrajes -

verdes a eausa de la contaminación, suciedades, arena, arci 

lla en su. mayor parte, Hace algunos aftos de determinaba -

junto al contenido en ceniza bru~, la ceniza pura, detez11dna 

eo por medio de análisis especiales el contenido en arena y 

C02. Sin embargo este procedimiento largo y costoso no se 

utiliza en ei' análisis ordinario de forrajes. 

9) GRASA BRUTA. 

Pare la determlnaci6n del contenido ea -

grasa y lipidos se lleva a cabo solamente -mecliance la extrae 

ción con éter de petróleo de muestra ~revia y cuidadosamen­

te desecada. .liste procedimiento proporciona valores verc1a­

deros sólo hasta cierto punto; unicamente es vllido en el -

caso de sustancias relativamente ricas en grasa. 
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10) FIBRA BRUTA 

Mediante tm proced1mleoto analítico senclllo no puede deter -

minarse el -graa grupo de los carbohfdratos piesto que estl -

integrado por tm conjtmto de entidades químicas que carecen -

de ma característica analítica comCm. 

DIYidieral por tanto, toda esta fracd6n en dos grupos, ma -

parte in soluble en icidos y bases, llamadas fibra bruta y 1118 

fraccUm soluble; las materias eJttraetivas Ubres de· nltr6ge -· 

no. Prmto se vi6 sin embargo, que de algunos carbdlldratos 

ma parte se encclltraba en la fraccl6n fibra bruta y ttra en -

las materias e:xtractivas libres de nitr6geno. 

FRACCIONES HI0ROCARB0NADAS DEL ANALISIS DE WEENDE. 

11 ) Fibra bruta 

Celulosa 

Pentosanas Fracclln 

Ugnlna insoluble 

Suberina 

1B 

b ) M. E. libres de N. 

Celulosa 

Pentoaanas Fraccltn 

Ugnlna Insoluble 

Hemlcelulosa, almld6n to 
da clase de azOcues, ma 
terlas p!cticas, leidos o[ 
glnicos y otras materias -
solubles de N. 



Los mtiltiples . esfuerzos realizados por generaciones enteras de -

clend'flcos para encomrar mejores metodos anaU'ticos han demos -

trado que esto no es posible mediante m s61o procedimiento. En 

el momento presente esto solamente puede lograrse mediante· ma -

serie de anlllsis espedales de los carbdñdratos mis importantes, 

tales anilisis serlo descritos posteriormente. 
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lll,) ANALJSJS D~ LOS COMPONENTES ORGANICOS DE LOS FORRA 
~~ -

1) ANALISIS DE DETERMINADAS SUSTANCIAS NITROGENADAS. 

La determinación de los componentes nitrogenados totales, así como 

algunos análisis complementarios permiten ya una cierta caracteriz! 

ción de las proteinas en forrajes. Además de esto se pueden deter­

minar otras fracciones nitrogenadas que tienen interés en casos esP! 

ciales. Algo distinto sucede tal vez con el análisis de cada uno de - -

los aminoácidos en particular, algunos de los cuales, especialmente­

los más importantes entre los aminoAcidos imprescindibles o esenci!_ 

les, han adquirido importancia creciente incluso para la alimentación 

animal práctica. En el futuro se. llevar4n a cabo también determina-­

clones de aminoácidos en forrajes. En el momento presente, sin el!! 

bargo, los problemas qae plantea tal determinación se -salen de las P.2 

sibilidades que ofrece un laboratorio normal de antlisis y hasta ahora 

tales determinaciones son unicamente necesarias y se llevan a cabo -

en trabajos .de investigación, t:n el momento presente no es posible -

realizar todavía análisis en serie de los aminoácidos. Esta es, sin -
\ 

embargo, una de las condiciones previas para sa utilización en el an_! 

sis ordinario, A pesar de que existen ya para una serie de aminoAci-
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dos métodos analíticos no los incluimos. Respecto a las posibles de­

terminaciones de otros grupos de sustancia& nitrogenadas se incluyen 

las que figuran a continuación. 

a) i'roteina insoluble en agua. 

Se pasan en un tubo grande de centrigua (350 ml ) 10 g de la -

sustancia a analizar finamente dividida y en estado original y se 

agitan mecánicamente durante una hora con 200 ml de agua que 

contenga por li!tro O, 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 mínimo. -

Si la solución sobrenadamente es clara se decanta, en caso con­

trario se filtra. li 1 residuo en el vaso de centrifuga se agitad -

con 100 mi de agua .durante algún tiempo y se centrifuga de nu=, 

vo repitiendo este proceso tres veces, a continuación se lleva el 

residuo a un matds Kjeldahl, se trata con un poco de ácido sul­

fúrico, se evapara cuidadosamente el agua en exceso y se dirige 

del modo anteriormente descrito en la determinación del nirróg= 

no por el método de Kjeldahl. Las determinaciones que figuran­

ª continuación se refieren todas a la caracterización de fraccio­

nes del nitrógeno en la materia nitrogenada de naturaleza no pro 

téica. 
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b) Nitrógeno oc-amínico. 

La determinación del nitrógeno oc-amínico sirve para la dete! 

rnlnación de los aminoácidos libres de la fracción nitrogenada­

no protéica. 

~sto es de interes porque la fracción de aminoácidos tiene va-­

lor protéico total en todas las especies animales. El método -

que se describe a continuación se basa en la reacción de los oc­

aminoácidos con la ninhidrina, en la cual se desprende t.:02 en 

cantidad equivalente al nitrógeno oc-amínico. 

Uescripción del método. 

Para la reall zacl on este -metcxlo es convenien 

te disponer de una serle de aparatos (tres corno mínimo), puesto 

que por cada serie de análisis paralelos es preciso realizar una 

prueba en blanco. En un ·matra:t · redondo de 50 ml se pesa -

una cantidad tal de la sustancia a analizar, en la forma original, 

que corno m4xirno contenga 2 mg de nitrógeno oc-amínico libre. 

Se ai'laden 10 ml de agtia, algunas gotas de indicador universal 

y unos trocitos de porcelana para regular la ebulllci6n 

<.,;on ayuda de un tapón de citm.to se lleva la mezcla a un pH 2, 5-3. 

Se aftaden unas gotas de un antiespurnoso activo que contenga si!! 
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cona, se agita bien y se calienta hasta ebullici6n durante algu -

nos mim.tos. Seguidamente se tapa el matraz y se enfría hal!_ 

ta lSºC. Se prepara ele la misma manera 1ma prueba en blanco 

sin la sustancia .a analizar, En este momento se prepara la so 

lución de recogida destinada a fijar el CC>i· 

En lDl matraz de fondo plano y cuello alto de 100 mi se deposita 

~a gtta de fenoltaleína, se expulsa el aire por medio de una co 

rriente de nitrógeno puro, se pipetean ripidamente 2 mi de · agua 

y se llena el matraz escasamente hasta la mitad con agua desti -

lada libre de carbooico. El matraz colector se 1D1irA entmoes 

al aparato pero de manera que este swnergido. completamente --

en tm baño de agua de hielo. En el matraz de análisis se afta 

de,· seg(in la cantidad que se suponga de nitrógeno oc amínico, -

de 50 a 100 mg de ninhidrina: se tme también el matraz al apa 

rato y se calienta hasta 150° C al baflo de glicerina calentado --

ya previamente, con lo cual el cootenido del matraz anah'1co pasa 

por destilación a la soiuci&i 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 nitrógeno oc-amínico 

en miligramos. 
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c) Nitrógeno amoniacal. 

La determinación del amoníaco tal como en los forrajes es de -

interés muchas veces para comprobar el estado de conserva--­

c~ón, esto es, la ausencia de putrefacción de los materiales ri­

cos en proteina. Un contenido en amoníaco por encima de lo no! 

mal indica la descomposición bacteriana de la proteina. Tarn-­

bién en el estudio de los ensilados se puede comprobar mediante 

la cifra de amoníaco una cantidad excesiva de microorganismos­

fermentativos perjudiciales (proteolítlcos). El análisis se basa 

en la destilaci6n al vaclo del amoníaco mediante calentamiento­

moderado en medio muy debílmente alcalinizado con óxido de -­

magnesio. 

uescri¡x:ión del método: 

Al inlelo ~ el m6todo pesan en un ma-­

tr4z de destilaci6n al vacío (1,000 mi ) 2· & de la sustancia a -

analizar desecada al aire y finamente triturada y se tratan con -

150 ml de agua, algunas-gotas de alcohol octílico y fenolftaleina 

como indicador. t:l aire que penetra a través del capilar de de,! 

tilaci6n al vacío debe atravezar previamente lDl pegueflo frasco -

lavado con ácido sulfúrico diluido para librarle de vestiglos de -
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amoníaco. t'ara recoger el destilado se utiliza un matriz. re-­

dondo de 250 ml con dispositivo de succi6n que contenga una -

cantidad medida exactamente de 4cido sulfúrico val.erado; en el 

caso de cantidades muy reducidas de amonnu:o 10 ml de 4cido 

sulfúrico1 y -5 ml de agua por ejemplo. Para mayor segu­

ridad se instala a continuaci6n un pequeilo matriz Kitasato que -

contenga una cantidad determinada de soluci6n valorada de ácido 

sulfúrico. El análisis comienza al introducir por el embudo co­

rrespondiente una cantidad tal de suspensi6n de 10" g· de 6xido 

de magensio en 100 mi de agua suficiente para la reacci6n del 

contenido del matriz sea debilmente alcalina. A continuaci6n se 

calienta el bafto de agua hasta 50-60 grados y se destila al vacío 

(20-30 mm. de mercurio); regulado por medio de una pinza de -

rosca ~locada tras el segundo matriz colector) lentamente duran 

te 30 minutos a contar desde el comienzo de la ebullición. Ter­

minada la destilación se desmonta el aparato, se enjuaga el tubo 

refrigerante con una pequeila cantidad de t;ua, sobre el primer -

matriz colector y se titula el contenido de ambos matraces co­

lectores. Como indicador debe utilizarse uno que sea suficien­

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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plejo preparado con rojo de metilo, 

d) Nitr6geno amídico. 

t:l nitrógeno amídico presente en los componentes no protéicos 

se determina de la siguiente manera: se coloca en un vaso de -

precipitados de 250 mlJ 5 g de la sustancia a analizar y se a­

gitan durante algún tiempo con 50 mi. de la solución de cloruro 

mercúrico citada en el apartado a). Se deja reposar en la neve­

ra durante una noche, se añaden 50 mi de agua destilada, se c.! 

lienta hasta ebullición y se precipita con la cantidad necesaria de 

solución recién preparada y caliente de 4cido tricloroacético al -

20Jó, evitando añadir un exceso de la misma (son necesarios apr2 

ximadamente de 10 a 20 ml ) Se deja reposar durante unas horas, 

se centrifuga intensamente la solución y se decanta a través de -

un filtro endurecido a un matriz aforado de 250 .ml ; el residuo­

se lava varias veces con ácido tricloacético al 2.5% y seguida-­

mente se afora al matriz 50 ml de la solución así obtenida se 

pipetean a un matriz t:rlenmeyer de porcelana y 10 ml de ácido 

sulfúrico al 30JE,, se some~e a ebullición durante siete horas con 

refrigerante de reflujo, ~eguidamente se pasa al matriz de des­

tilación al vacío utilizado en el método c) (determinación de amo-
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niaco), se neutraliza el ácido cuidadosamente con NaOH concen 

tracio hasta que la reacci6n sea ligeramente ácida y se determl 

na el amoníaco del modo descrito en c) con 6xido de magnesio­

Y destilaci6n al vacío. 

e) Determinación de la urea en forrajes, 

r.:n la alimentaci6n de los rumiantes se utilizan en determinadas 

circunstancias alimentos adicionados de urea como sucedáneo -

proteico. i'ara la determinac16n del contenido de urea se preci 

sa de un método analítico específico que se basa en la reacci6n­

de la urea con el xanthidrol. 

l g. del problema se agita fuertemente durante una hora, con -

20 ml de agua en un matráz aforado de 100 ml. A continuaci6n 

se ·afora. con alcohol, se agita nuevamente, se deja reposar du 

rante algunas horas y se filtra. 50 ml del filtrado (25 mi so­

lamente caso de tratarse de un producto muy rico en urea) se -

concentran al baño de agua en una capsula de cristalizaci6n - -

hasta un volumen de 10 ml. A continuaci6n se arrastran a un -

matráz .brlenmeyer con 35 ml de ácido acético glacial. Oes- -

pues se trata con 2 mi de una solución recientemente prepara­

da de xanthidrol al 10¾, en_ metanol (el xanthidrol a utilizar debe 
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ser puro) y se repite la adición a intervalos de 5-10 minutos -

otras cuatro veces. A continuac~QD se deja reposar como míl!! 

mo durante una hora y el precipitado se filtra con succión sobre 

un criso.l filtro de vidrio tarado, se lava tres veces, cada una de 

ellas con 5 ml de alcohol de 96° saturado con dizantil-urea se -

deseca en la estufa a 1os-iuista peso constante y se pesa 1 g de 

dlxantll-urea contiene O, 143 g de urea. 

2) ANALISIS SISTEMATICO DE GRASAS EN FORRAJES. 

La determinación de grasa bruta en un producto preparado para análi­

sis del modo ordinario proporciona valores muy exactos cuando se tr_! 

ta de grasas con componentes sensibles a la oxidación; estos son prin­

cipalmente los ácidos grasos, principalmente poliinsaturados; linolei­

co, linolénico, etc,, que se encuentran especialmente en el forraje -­

verde y también en muchas semillas oleaginosas, por ejemplo las se­

millas de lino y los concentrados de ellas derivados. 

lin los alimentos llamados de producción propia existe otra dificultad­

más 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 ningún valor .nutritivo. l:'ara estos casos-
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en los cuales es de inteds la determinación del cootenido real ~ gra­

sa verdadera se emplea el método siguiente. 

Descripcim del método: 

Se pesa una cantidad tal de material dividido en_ el estado fresco origl 

nal ( forraje verde, heno, etc ) que pueda ser introducida en el ex -

tractor Soxhlet de 1,000 ml de capacidad. Se extrae inicialmente ~ 

t.m disolvente hidrófilo tal como la acetona durante el tiempo neoesa -

rio para que el material analítico se de.sbidrate. En detenninadas 

circlDlBtancias es necesario en este pt.mto sustltuit una o varias veces 

el matraz de extracci&t por ttro cmteniendo solvente eJento de agua. 

DespuEs de terminada esta primera e:xtracci& que puede durar desde 

uno hasta dos días, se desecar! el material analt'tico al aire ( con ª! 

pJ.racl6n de gases ) o mejor en la estufa de desecaci&i al vacío .y se -

muele en el molino de laboratorio evitando la elevación d~ la tempera 

tura. A continuación se extrae tttalmente el material durame \11 día 

con éter. Durante la e:xtracci&l se debe rnam:ener el aparato de ex­

tracción libre de·aire haciendo pasar una corriente débil de co2• 

Los extractos se separarlo del solvente mediante destilación de nue­

vo en atmósfera de C02coo lo cual queda el agua y la grasa bruta. El 
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residuo se toma en cantidades suficientes de éter y se separa del - - -

agua. La solución etérea se lava cuidadosamente varias veces con -

agua en el embudo de separaci6n y despues de la separación_ se dese­

ca con sulfato sódico anhidro (preparado por calcinación). 

Se filtra, se lava cuidadosamente el residuo con éter puro y se evapo­

ra el extracto en atmósfera de co2. Se pesa ~ grasa bruta obtenida, 

a continuación se saponifica inmediatamente y se libera de las sustan 

cías insaponoficables. t:sta operación se realiza en atmósfera de N 

gaseoso para evitar toda oxidación debida al oxígeno del aire. t'ara -

ello se añaden por cada grama de grasa bruta unos 5-10 ml. de solu­

ción normal de KOH en alcohol metfüco y se calr&ta 1-2 horas al ba 

ño de agua hasta ebullición con refrigrante de reflujo. Seguidamente 

se destilará al·residuo del matriz disolviendo mediante agitación sua 

ve. Se pasa a llll embudo separador, se agita hasta agotamiento con -

éter de petróleo se lava dos veces más con pequeñas cantidades de - -

agua destilada, la cual se añade despues a la solución jabonosa prime 

ramente aislada. 

El ""insaponificable" se puede aislar y pesar pasando la solución de - -

éter de petróleo a llll matráz tarado, evaporando el solvente y sorne-­

tiendo el residuo a desecación. Los ácidos grasos superiores se libe­

ran de la solución jabonosa acuosa mediante acidificación cuidadosa -
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con H2S04 diluido hasta reacción ácida empleando rojo Congo coipo 

indicador. Se agita hasta agotamiento con éter de petroleo en el em­

budo de separaci6n, se recogen las sucesivas capas de éter de petro­

leo en un matráz tarado, se destila totalmente el éter de petr6leo \al 

final al vacío) y se pasan los ácidos grasos. El contenido en grasa -

pura ltriglicéridos) se puede calcular con exactitud suficientemente -

dando a los ácidos grasos un peso molecular medio de 282. 

liste ácido permite una subdivisión y caracterización posterior de es­

tos ácidos grasos, en ciertos casos despues de obtener .cantidades de 

grasa bruta un poco mayores en un aparato de extracción especlalme~ 

te grande. Tales determinaciones son, por ejemplo, úidice del yodo, 

e índice de sulfocianuro de los ácidos grasos totales, ~eterminación -

analítica de los ácidos saturados, cáiculo de los ácidos grasos poliin­

saturados esenciales, aislamiento de las especies químicas mediante 

destilación fraccionada al alto vacío de los ésteres. metfiicos, deter­

minación casi-cuantitativa de los distintos r1cidos grasos mediante -

análisis espectrofotométrico con la luz ultravioleta y fraccionamiento 

mediante cromatografía en papel de la mezcla de ácidos grasos para -

demostraci6n de cada uno de los componentes de la mezcla. Los mé­

todos para tales determinaciones salen fuera del alcance de esta tesis 

y pueden consult~rse en la bibliografía de la especialidad. 
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Determinaci6n del índice de per6xidos eil las grasas. 

lil contenido de per6xidos, formados por auto-oxidaci6n de los enla­

ces no· saturados de los ácidos grasos durante un almacenamiento de­

masiado prolongado o inadecuado, es una característica cualitativa -­

importante de los f>rrajes ricos en grasa. Este contenido se mide -­

por el índice de peróxidos, el cual numéricamente corresponde al va 

lor de titulación del yodo, que s~ libera del yoduro de. f,otesio por a~ 

ción de los per6xidos contenidos en un gramo de grasa, cuando se titu 

la con thiosulfato. 

En almacenamientos muy prolongados el contenido de peróxidos dismi 

nuye de nuevo, de tal modo que el índice de peróxidos alto.tiene valor 

demostrativo, pero por el contrario valores bajos no indican necesa-­

rtamente que el producto sea fresco (reciente). Hay que tomar en cuen 

ta también que los aceites de oliva sin excepción ya en estado origina­

rio tienen índice de peróxidos altos, de 8-12. 

LOS productos frescos no alterados tienen un índice de peróxidos de -

tres como miximo; valores de cinco o superiores suponen una altera­

ción que va de inciJ)iente a fuene; 

Descripción de 1 método: 
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Se toma eun gramo de grasa del ~terlal objeto de estudio en un ma 

tr4z de fondo plano de 100 ml provisto de un refrigerante de aire -

de ajuste esmerilado y de 40 cm de longitud, se afta.de O, 1 g. de yo 

duro potásico puro finamente pulverizado disolviendo en 20 ml de una 

mezcla a partes iguales de cloroformo y ácido acético glacial. 

Una vez acoplado el refrigerante de aire se hace pasar durante dos -

minutos una corriente.de co2 mediante un tubo fino de vidrio colocado 

verticalmente para expulsar totalmente el aire del matriz. Se callen 

ta despues al baño de agua agitando suave pero frecuentemente hasta 

que el cloroformo comience a hervir, se enfría rápidamente al f:horro 

de agua, se trata con 40 ml de una solución recientemente preparada 

de yoduro de potasio al O, 2% y 10 gotas de una.soluci6n de almidón 

al 1% y se titula el yoduro liberado con solución de tlosulfato s6dico -

Todo el análisis hay que. llevarlo a cabo en la obscurridad. Se 

controla la pureza de los reactivos llevando a cabo lllla prueba en blan 

co sin grasa la cual no puede dar ningún índice de peróxidos aprecia­

ble. En caso contrario se debe substraer el valor de la titulación ini 

cial. El índice de peróxidos se obtiene multiplicando por 5 el núme­

ro de ml. de tiosulfato sastad6ls. 

3) ANAL1SIS SISTEMATICO DE CARBOHIDRATOS Y COMPUESTOS 
ANALOGOS. 
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a) Celulosa. 

Existen un gran número de métodos anah"t:icos para la celulosa; 

en forrajes el _que mejores resultados da es el método sencillo 

Descripc16n del método: 

En un matriz provisto de un refrigerante de aire de junta esm! 

rilada se calienta hasta ebullici6n durante 20 minutos 1 g· de­

la sustancia a analizar, desecada al aire y finamente triturada­

con 1111a mezcla de 15 ml de ácido acético al 80% y 1.5 ml de­

ácido nítrico concentrado (Ds 1,42). Despues de enfriar se fil 

tra en un crisol de porcelana o un crisol filtrante de cuarzo 

del mismo diámetro de poro, succionado fuertemente el líquido. 

Seguidamente con varias porciones, cada una de 20 ml de aleo 

bol se arrastran al crisol cuantitativamente los adheridos al ma 

triz y se lava seguidamente dos veces con benzol caliente, otras 

dos con alcohol caliente y finalmente con éter. El residuo de la 

filtración así obtenida constituido por celulosa en la mayoría de 

los casos de color blanco se deseca en el filtro durante corto -­

tiempo a 105~ Despues de dejar enfriar se pasa el crisol y se -

encierra en la mufla. La diferencia de peso, que se deduce de 
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la nueva pesada de la celulosa. 

b) Determinacl6n de las pentosas. 

Oigamos de antemano que con este m&odo se determina 1a 

totalidad de las pentosas presentes en el material a inves­

tigar, cuya mayor parte procede de las pentosas .aunque -­

en pequeñas cantidades también puede tener otros oñgenes. 

El fundamento qua a eontlnuacltm •·j ~be ( transfol: 

macl6n de las pentosas en furfurol) se mantiene en la nueva 

modiflcacl6n de la técnica propuesta por JA YME y SARTEN, 

amique el método cano tal ha sido muy perfeccimado, so -

bre todo en lo que se refiere al dlsposltlw y a la eleccl6n 

del leido bromhídrlco para el ataque, con lo cual se d:>tlt:_ 

nen valores absolutamente seguros. 

Descrlpci6n del método : 

Consiste esencialmente en mi dispositivo de destllad.6n el -

cual va unido mediante lDl8 Jmta esmerilada normal cm mi 

matraz de ebul.licl6n de 500 ml de capad.dad y que lleva -­

soldado m embudo de gotas de mia capad.dad superior - -
1 

a 100 ml • Todas las demls partes del - - - - -
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apara.to, como el reftigerante, embudo colector y matriz co~ 

cor (matráz afora.do de 500 ml ), se acoplan también por medio 

de j witas esmeriladas. La cantidad óptima de furfurol para ca-. 

da determinación es de 0, 15 a O, 20 g , lo cual viene a suponer 

segtln el contenido en pencosas de O, 5 a 2 g de material vege­

tal desecado al aire. 

Se deposita la sustancia problema en un matriz de ebullición se 

le ailade unos trocitos de porcelana porosa y 75 ml de agua. -

.1:U tubo en U lateral, que sirve para equilibrar las presiones en 

ere el embudo colector y el matriz colectór, se llena con una -

cantidad tal de HCl al 13Jr, (unos 5-10 ml ) que se asegure lapo 

sibilidad de paso de aire. Una vez el apara.to totalmente cerra 

do se dejan deslizar 75 ml de ácido bromhídrico al 4oX, ----­

(D= 1, 37) y seguidamente se . llena el embudo de gotas de agua 

destilada. La destilación debe transcurrir muy ripidamente -

y regularmente con ayuda. de fuerte calentamiento. Para ello -

sirve de indicación la seftaL del cubo colector. Cada 15 minu-­

tos deben destilar 50 ml que se dejaran pasar del embudo co-­

lector al matriz afora.do. A.l mismo tiempo se aftaden 50 ml de 

agua al matriz de ataque. La velocidad de descomposiéión al-­

canza su mAximo para la xilosa, que normalmente es la wiica-
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en forrajes y como rn4ximo termina despues de ocho destilacio· 

nes correspondientes a 400 ml 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 smpecha-

1,a presencia de otras pentosas. Terminado· el &,taque y la des 

tilación se desconecta la uni6n entre el refrigerante y el dlsposl 

tivo de destilaci6n, se lava el refrigerante con un poco de agua, 

se añaden al destilado en matriz aforado el líquido de cierre del 

tubo en U y se lava varias veces con agua destilada. Tras de afe 

rar y mezclar cuidadosamente se determinad. en el destilado 

el contenido en furfurol, lo que se realiza de modo rápido me-­

dlante titulsci6n. La determinación graVimétrica, corriente en 

tiempos pasados, es casi siempre innecesaria u,recipitacíón con 

leido barbitúrico) en el procedimiento que estamos describiendo. 

Hn un matriz Hrlenmey~r con tapón esmerilado (matraces de ín 

dice de yodo) se trataran 50 ml del destilado con 2 ml. de HCl 

al 13%, despues se añaden 10 ml de soluci6n de molbdato amó 

nico (25 .g en un litro) y 20 ml de soluci6n bromato-bromuro 

(1,392 g. de KBr - 10 g de KBr en un litro). Se esperan 4 -

minutos a partir de la aparici6n de la coloraci6n amarilla, lo - -

.. 
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que tiene lugar rápidamente, se aftaden despues soluciones de -

K1 al l<J¡ y se titula, pasados 10 minutos escasos, el exceso -

de bromato con solución de tiosulfato sódico . En caso de 

que para la retitulación se gasten menos de 5 o más de 10 ml 

de tiosulfato se debe realizar una nueva determinación en "un -

matráz que contenga 15 o 25 ml de bromato-bromuro. El va­

lor así obtenido ·para la cantidad de bromuro gastada en la fija­

ción del furfurol se utiliza para la titulación final que sigue. lin 

ella se tratan 50 ml de destilado con 4Cl y molilxiato amonico­

de Ja forma anteriormente descrita. Se enfría a 14ºC aftade la 

cantidad gastada de soluci6n de bromato-bromuro en la primera 

titulación y se agita bien. Cuatro minutos despues de la _apari-­

ción de la coloración amarilla se añade solución de yoduro de peta 

-~o y finalmente se titula, pasados 5 o 10 minutos, el bromato 

restante (en exceso) con tiosulfato El cálculo de las pen-

tosas _presentes se realiza según la siguiente fórmula: 

ª· 330 
e 

fo de pentosanas; a. 375 - % de pentosas 
e 

a ~ ml. de solución de b'romato gastados; gastados; e - gr. 

que han sido tomados de la sustancia a analizar. 

En caso de .que ·la sustancia a analizar contenga cantidades ªPI: 
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dables de sustandas pecd'nlcas se debe realtzar 1118 corree --­

dtn en el cA1cu1o de pemoaanas y pent0188, ¡ueao que la pecti • 

na Q su prlndpal componeme el Acldo galacturflnlco puede tain -­

b16n dar furfurol al ser tratado cm lcldoa concentradoa seg(m -­

el metcxto de ToDena o aegOn el de Jayme y Sarten. En este ca -

so se determina primeramente del modo anteriormente deacrl -­

to. Las pentosas ta:ales, seguidamente las materias pectfntcas­

como id.do galactur6nlcc;, y para la reaccl6n se IUltrae por ca -­

da% de lddo galacturllnico tm o, 36 % de pent0188. 

e) Lignlna 

A causa de su ccxqllcada eatrUCtura química es muy _dlfldl - -

111a determinacl6n e:xacta y segura del grupo de austandas can 

ponentes de los vegetales cmocldas como llgnlnas. Se obtienen 

al parecer valores relativamente buenos y reproducibles con el -

método descrito Springer que figura a continuacltln el el aparta -

do sigui.ente. 

Método de Springer ( Uni verstty Of Arizona ). 

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

en tm cartucho de extraccloo que se enderra con algod6n - -



tras haberle cubierto·con una lámina de papel de filtro. Se 

extrae~ éter durante 8 horas (o hasta desaparici6n delco--

lor) con el aparato Soxhlet, seguidamente 8 horas con alcohol 

y despues 16 horas con agua. lin el intérvalo entre las extrae 

clones se deseca cada vez a 9S'C A continuaci6n de la extrac-­

ci6n acuosa y con ayuda de 250 mi Hct al 2% se pasa cuantita­

tivamente la sustancia, todavía humeda, de 1 cartucho de ex-­

tracción a un matriz redondo de 500 ml , de boca esmerilada. 

Seguidamente se hiei:;ve 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 día slglllente. Se filtra a ti! 

vés de un crisol filtrante de cristal previamente tarado, se lava 

con agua caliente, se deseca como mínimo 6 horas a 95°C se pesa. 

Seguidamente se pasa la sustancia a un vaso de precipitados de 

·100 ml o a una cápsula-mortero de 10 cm. Como esta opera­

ción no se puede hacer cuantitativamente se vuelve a pesar el -

crisol filtrante. Se añade exactamente a la sustancia, 1 mi -

de soluci6n de leido sulfúrico al 78}{, por cada O, 1 g. de peso-

Y el conjunto se mantiene durante dos horas agitindolo frecuent~ 

mente, pasadas las cuales se lleva a un matr4z redondo de boca 

esmerilada de 500 ml con 225 ml de agua y se hierve 5 horas­

con refrigerante de reflujo. A continuación se pasa otra vez - -
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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 105~ se pesa y finalmente se incinera y se vuelve a pesar, 

El cálculo 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, trás la hidrólisis clorhídrica (vease anteriorme! 

te) se puede deducir tanto el residuo tras la hidrólisis clorhíd11 

ca (a) como el material que se utilizo para la hidrólisis sulfúri­

ca (b). 

A partir del peso del crisolde cuarzo filtrante con el residuo -

de la hidrólisis sulfúrica y el peso tras la incineración se calcu 

la la cantidad de sustancia orgánica que quedó despues de la hi -

drólisis sulfúrica y que se considera como lignina (c). 

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

b. 5 

d) l'ectinas. 

Las pectinas se encuentran de modo regular aunque en peque- -

i'ias proporciones en todos los órganos vegetales. Solamente son 

41 



abmdantes en alglmos casos, p:,r ejemplo en las remoJachas -

y productos derivados así como tamb16n en los frllos carnosos . 

A cattinuadtn se descrlblrl el m&odo para la determinacltn -

de las pectinas. 

El Di6todo mis aplicable al caso de materiales ricos en pecti -

nas, es el de Me Cready y colaboradores. Puesto que todavía­

no se cmoce perfectamente la c:omp>Bld6n exacta de pectinas, 

se expresan los resultados anaJlticos como ldpoligalactourtnl 

co. 

Metodo de Mac Cready y colabaradores. Dispositivo basado -

en la descarbo:xllaci6n.( Institm:e C..ttle Portland Oregcn ), 

En el m6todo de la descarboxilacl6n,_ como su ncmbre indica, -­

se libera dl6xldo de carbono del componente prindpal de las - -

pect1nas, el lcldo poligalactourtmco, mediante ataque con ha -

luros de hidr6geno concentrados y en caliente el cual p.ede ser 

determinado cuallitativamente. Esta fl.nalldad cumple el dlspo­

sltivo analítico. La desccmpoaidoo se realiza en el matriz de 

ataque. 

El co2aIH formado es arrastrado mediante una corriente lema -
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de aire a la soluci~ de cap:acloo.. Para liberar ¡uenamente 

el aire de CO se Je hace atravesar dos matraces de absor - -
2 ' 

clón con pttas caicettrada, des¡ds de m·tercer matriz C0l1 

solucl~ de hldróxldo blrico y fl.nalmente un tmo CCl1 cal· a°"'!; 

da. Después a través de una vllvula de seguridad cattenlendo 

mercurio. El aire y los gases producl.dos en el matraz de ata 

qm pasan primero a trav6s de m buen refrigerante ~ - - ··~ -

después a trav6s de m pequefto redpente cm una solucl6n al-

3% de nitrato de plata, qm tiene la mlBi6n de retener las peque_ 
·' 

ilas cantidades de leido brombídrlco que hayan podido ser arra11, 

tradas. En el redplente colector se encuentra ma cantidad -

exactamente medida de so luci6n de b1dr6xldo birJ.co. Para a­

segurar una absorción total de C02 el redplente ·colector lleva 

acoplado otro dispositivo de absord.6n lleno de peqléilóe anillos 

de cristal, cuyo extremo inferior va sumergido en ·la solud6n­

de b1dr6xldo birJ.co. El volmnen de es.te tubo debed ser 

tal qm en caso necesario pueda contener toda la solud6n de b!_ 

dr6xldo bhico. 

Determinaci6n. 

Se pesan, según.el contenido de pectinas, de O, 5 a 2 g del ma -
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terial analf'tl.co desecado y finamente molido y se depositan en -

el matraz de ataque rigurosamente llmpo y seco. Se aftaden -

40 mi de Acldo brombi'drlco al 40% (D•l.38) libre de co2 y se -

ajusta el matraz al dispositivo. Se hace pasar durante unos ---

10 minutos aire libre de co2 a traws del apar~o, regulando la 

corrlente de manera que pasen burbujas tres por segundo. A­

cootinuad6n se depositan, por medio del embllio de que va pro 

visto el tubo de absord6n, exactamente 30 mi de solud.6n de -­

bldrm:ldo b6rico, lavado con mos 5 mi de agua destilada llbre -

de co2• Seguidamente se introduce con precaucl6n el matraz -

de ataque en un bailo de aceite calentado a lago mls de lOOºC, 

hasta que el Dlvel de aceite alcance unos 2 mi por debaj~ del nt. 

vel del líquido en el interla del matraz. En este momento - -

se calienta rlpdamente el baño hasta 145°C, al mismo tiempo -

que se deja pasar una corriente lenta de aire de aproximadamente 

1 a 2 burbujas por segÚndo. La determinad6n de da por termim!.. 

da despu6s de unas horas; se retira el dteposJ.tivo de absord6n -

y se lava cuidadosamente este tubo con agua libre de car­

bmico sobre el matraz de recogida. El hidr6xldo no gastado - -

se titula seguidamente con HCI, empleando :Cenolftaleina como -

indicador, Se lleva a cabo de la misma manera una prueba en -
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blanco con todos los reactivos pero sln la muestra·con pectina. 

El contenido en ácido pollgactour6nico del material analítico se 

calcula mediante la siguiente fórmula: 

( a-b) . 999.31 i: % pectina 
c 

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

b : lo mismo en la prueba en blanco, y 

c s peso de la muestra en gramos. 

4) Determinaci6n de vitaminas. 

Sólo describiremos aquellos métodos de determinaclÓil de vita­

minas·que se basan en análisis químicos ordinarios. Con fre-­

cuencia una determinación clara y segura del contenido de mu-­

chas vitaminas sólo es posible mediante test biológicos. Las d,! 

termlnaclones de este tipo no enatandentro del plan de este tra­

bajo. En la determinación de vitaminas lo m4s frecuente e im­

portante es el análisis de los carotenos o de la vitamina A. 1"'un 

damentalmente se debe hacer notar de antemano que a causa de 

la sensibiµdad de tales sustancias a las influencias perniciosas, 

sobre todo del oxígeno del aire, solamente se pueden obtener r! 

sultados seguros e incuestionables cuando se han tomado cons-­

tantemente todas las medidas tendientes a una conservación cui-
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dadosa del contenido de la vitamina y provitamina desde el - - -

principio hasta el final de la conservación. 

Es imprescindible el manejo cuidadoso de la muestra, el co-­

mieozo inmediato del análisis y su realización hasta el final sin 

interrupciones. Cada operación innecesaria y toda pérdida·de 

tiempo acarrea pérdidas de vitaminas y proporciona por lo ta_!! 

to valores demasiado bajos. Sin embargo un trabajo rápido y­

continuo, evitando toda interrupción y toda manipulación innec_! 

saria, es posib,le solamente cuando se analizan pequeftas canti -

dades· de material. Con frecuencia en los forrajes esto está en 

contradicción con la necesidad acucia11:e 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 preP! 

ración para el análisis mayor que en casos ordinarios·. las. no! 

mas que a continuación figuran son resultados de múltiples ex~ 

riencias realizadas por científicos especializados en largos años 

de trabajo. 

a) Determinación de caroteno. 

l'ara la determinación del caroteno conviene indicar en primer­

lugar un método de aplicación general y seguidamente otros ID! 
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todos peculiares para el análisis de aquellas sustancias que 

necesitan una preparación especial. 

Descrtpci6n del método. 

Antes de comenzar el análisis debemos tener a mano y listo para -

ser usados todos los materiales y aparatos necesarios. lqmecliat_! 

mente despues de la pesada de la muestra debe comenzarse la ex-­

tracción del caroteno (justamente con las demás 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 degradación enzimpati· 

ca y química del caroteno. 

No se permite por ello una trituración previa de las hojas verdes y­

demás partes de las plantas para la obtención de. una muestra media. 

El mejor modo de efectuar la extracción es triturar t1na muestra ª11! 

lítica lo más pequeña posible en un vaso de precipitados de paredes­

gruesas y 50 ml de capacidad, En el vaso vacío se corta rápidame_!! 

te en trocitos, con una tijera afilada, una pequeña parte de la mues­

tra del alimente verde hecha un rollo y se repite la operación las v=. 
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ces necesarias hasta tener seguridad de haber cmseguido una· buena­

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

dada, 1-2 g ..• 

Si por causas insuperables relacionadas con la toma de muestras y e! 

pecialmente en el caso de un contenido en caroteno muy escaso, fuese 

necesario extraer cantidades grandes de la sustancia, se puede utlli- -

zar un triturador mecánico para salir _del paso. En este ca~ 

so son sin embargo mucho mejor aquellos dispositivos cuyas cuchilla~ 

trabajan de arriba hacia abajo, puesto que en los dispositivos ordina-­

rios, en los cuales. las cuchillas están sujetas al fondo, se originan -

con frecuencia ~rdidas. No obstante del>I, tene:rse presente que la­

mezcla íntima con el aire que se origina en estos aparatos lleva consi 

go el peligro de una destrucci6n del caroteno, incllJso para trituracio­

nes. brev~s · de una du_raci6n mixima de dos minutos. El paso de una -

corriente de gas inerte ( L'02 o N2 ) evita este peligro pero complica 

el método. 

Siempre que sea posible es preferible, por lo tanto, el método de tri­

turación en '9asos de precipitados. Para la triturac.16n de la muestra­

sirve una mano de mortero de ·vidrio resistente a la fusión, cuya for-

ma y medidas pueden ser variables! Cuando las sustancias - -

a investigar estén a punto para la extracci6n se aftade polvo de cuat'Zo 
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de finura media, aproximadamente la misma cantidad en peso que la 

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

tes iguales por éter de petroleo (punto de ebullición 80-lOOJ y·aceto­

na conteniendo O, 1% de hidroquinona. 

(Los materiales secos se humedecen con un poco de agua y se· dejan -

reposar una hora antes de comenzar. la extracción. Bn el caso de­

muchas sustancias se hace necesaria una preparación especial para -

el análisis, que expondremos a continuaci6n del método general que -

estamos describiendo. Esta se refiere sobre todo, como ya dijimos, 

a los forrajes verdes desecados artificialmente, a los granos y ·sem1 

llas, ralees tiernas, tubérculos y frutos camosos, as! como a los ª!! 
mentos de origen animal). 

Se tritura, girando la mano del mortero,. la sustancia a analizar con­

cuarzo y el disolvente. Se dejan sedimentar las partículas y se decan 

ta el disolvente en un embudo de gotas cebado con agm . . Los m4s -­

apropiados son los tipos alargados que terminan en punta, de forma -

puramente cónica, de cristal topacio y con una capacidad total de - - -

unos 300 ml. 

El residuo húmedo se seguirá triturando fuerte y cuidadosamente, P.! 

ra lo cual lo mejor es operar la mano de mortero sin golpear sino ha 
. -
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ciéndolo girar y deslizar. · Uespués se añade más disolvente, se C<>! 

tinúa la tr1turaci6n, se decanta y se ·repite el proceso varias .veces -

precisas hasta extraer todo el caroteno. 

En caso de que el residuo este seco. tras 3 o 4 extracciones, esto es, 

deshidratado, se añaden unas gotas de agua. Despues de 4 o .5 extrae 

ciones se observa que a pesar del humedecimiento algunas partículas. 

del residuo no se sedimentaron bien. 

Carece de importancia en esta fase del. análisis el hecho de que al de 

cantar pasen algunas pequeftas-partCculas. Solamente· se debe filtrar, 

en caso necesar~o. a través de un papel muy poroso y de fikración rá 

pida. Si los pigmentos extraídos, debido a la desecación del solven­

t~, se fijan al ~rde superior del papel filtro, con el consiguiente pe!! 

gro de oxidaci6n, se corta rápidamente el borde del filtro con lllla ti­

jera y se le extrae con nuevo solvente. En la mayoría de los produc 

tos a analizar son suficientes cinco extracciones para la extracción -

completa del caroteno. Bn los casos difíciles son necesarias casi - -

siempre ocho. Para comprobar los casos dudosos se decanta la últi­

ma extracción a un _embudo separador pequeño con agua hasta la mi- -

tad y se agita ligeramente y suavemente, al mirar a través es fácil-­

mente reconocible la presencia ocasional de pigmentos en la delgada­

capa de éter de petróleo. 

50 



En general m extracto de color ligeramente verde claro procedente 

de hojas verdes frescas indica que no tiene mls caroteno. 

Lavado de la acetona : 

Para separar la acetona del extracto, pues interferlri'a mls tarde· la 

separad6n crom.atogrAfica, se utiliza, m aparato a1tomltico y de -­

marcha contínm, para su eliminación. La salida del embllio c6nico­
de separacl6n estfi provista de m tubo de vtdt1.o curvado en forma de 

S, que-alcanza just81Ilente hasta media altura del embudo de separa-
d6n. 

Al ~enzo del lavado, durante poco tiempo, se llenad este td>o -­

con agua abriendo, tttabnente la llave de paso con ligero balanceo. 

De m segmdo embllio de sepáradát fijado ~dma se deja gatear agua 

sobre la solución ama velocidad de ~O(l-200 gttas por inintto. Una­

cantidad correspondiente de agua fluye del tubo en S, con lo.cual se -

arrastran las sustandas hidrosolubles del extracto. El lavado se no;. 

ta por la forrnadoo de aidas de reñigeranda y la te:tminad6n del -­

proceso se reconoce porque la capa de agua permanece tttalmente ~ 

ra, sin alteraciones, al caer las gttas de agua. Con 'algunas expe - -

riendas no es necesario comprobar la presencia de acetona o eustan -

das similares en el agua de salida. Para cantidades de extracto nor-
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mal, de alrededor de 50 ml son suficientes 1-2 11 tros de agua para 

un lavado completo, pudiéndose utilizar simplemente agua corriente 

no clorada. 1.,os extractos ricos en grasa, por ejemplo de vísceras-­

animales o semillas oleaginosas, fijan la acetona con más intensidad, 

la bencina de plDlto de ebullición alto necesita un lavado mayor que el 

éter de petroleo. 

Los extractos de muchas sustancias forman en determinadas circWls 

tanelas, 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 utilización de un embudo de separación 

más grande, con mayor espesor en la capa de agua, en la cual puede­

separarse la emulsión antes de que alcance la salida. En casos espe­

ciales se debe lavar más lentamente que de ordinario. La adición al 

extracto de cantidades algo mayores de éter de petroleo también pue 

de actuar bien. En caso de que se formen emulsiones persistentes -­

se pueden remediar, frecuentemente; con la adición de una solución­

saturada de sulfato amónico en cantidad de aproximadamente 1/ 5 del 

contenido total de agua. 

También se pueden intentar recuperar el pigmento arrastrado con go­

titas de emulsión dejando pasar el agua de salida a través de una capa 
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de éter de petroleo en un segundo emmdo de separaci6n, el cual va -

provisto de un tubo de salida en forma de S. Si todas estas medidas­

fracasan, caso raro en los forrajes, no qu~ otro remedio que libg­

rar el extracto de la acetona por evaparaci6n, lo cual dicho sea de pa 

so sólo debe realizarse en caso de necesidad puesto que pueden tener 

lugar pérdidas de caroteno. 

Uespues de lavar completamente se cierra el embudo de separaci6n -

con el tap6n, se cierra la llave de paso, se retira el tllbo en S, se - -

quita de quevo el tap6n y se separa la capa de éter de petroleo del --
, 

agua dejando salir ésta cuidadosamente. 

Aislamiento.del caroteno de la soluci6n de éter de petroleo. 

1:H extracto de éter de petroleo obtenido del modo descrito anterior-

mente se pasa por una columna de absorci~ de una mezcla de 

óxido de aluminio sulfato s6dico, vertiendo por la bQca del embudo -

· de separaci6n y no por la llave de paso. La soluci6n debe verterse -

cuidadosamente, succionándola lentamente a través de la columna. 

El embudo de separación se lavará dos veces consecutivas con éter -

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

lil absorvente debe perman8'?er siempre cubierto y saturado con la -

solución, en ningún caso se succionad aire porque entonces puede -
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oxidarse el caroteno en cantidad apreciable. 

Tcxlos. los pigmentos contenidos en el extracto son absorbidos en las 

capas superiores de la colunma. Cuando ha pasado la mayor parte -

del disolvente se utilizara para recoger el caroteno a eludir un· reci­

piente aforado preparado al efecto. l'ara la emulsión se pasan a tra­

vés de la columna de absorción 10-:25 ml de éter de petzpleo con 2% 

de acetona. La cantidad que de hecho se utiliza será naturalmente· 

aquella que sea necesaria para un lavado completo ~l caroteno, lo -

que con alguna prlctica se deduce de las correspondientes zonas de -

la columna. Si el paso del disolvente se realiza con mucha dificultad 

generalmente es debido a que la capa superior se ha tomado compacta 

por-la acción de la humedad. En este caso se remueve con una pequeila 

eip4tula en \ba·profundidad de aproximadamente medio centímetro. 

La columna debe ser lo mls 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 mayoría de los casos (cuando se usan los absorbentes apropia­

dos) a un mvado incompleto de la acetona. La misma dificultad se pr.= 

senta en materias ricas en grasas. 
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Se determina exactamente el volumen de la solución recogida en una -

probeta de precisión. Se agita poco tiempo y culdadósamente y se In_! 

de la intensidad del color amarillo en un coloñmetro o fot6metro. -

LOS valores mis exactos se obtienen cuando la soluci6n · contiene entre 

5, O y 2 mg de caroteno por litro. Las medidas deben realizarse -

lo m4s rápiqamente posible. Lo mejor es llenar las cubetas utiliza-­

das en los aparatos anteriormente mencionados por medio de una pe-­

quei'ia pipeta provista de una pera de goma. Por lo regular se mide -

la exrln~i6n y a partir de ella se calcula el contenido en caroteno - - - -

(siendo conveniente expresarlo en mg /lcg ) Para el cálculo se utili­

za o bien el producto de la extinción medida y un factor standard o se 

lee en una curva patrón preparada a tal fin. Oiremos finalmente que 

las causas de los result~ poco satisfactorios radican casi siempre 

en desviaciones pequei'ias o grandes de las normas establecidas y com 

probadas. 

Otras peculiaridades del método: 

Los aparatos de la adsorción cromatogrtflca del caroteno y los pig- -

mentos que le acompai'ian deben ser precisos. 

l'ara llenar el tubo de adsorción se comienza por colocar en el estr&!!, 

gulamiento del tubo, apretando al máximo con ayuda de una varilla -
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de vidrio, un tapón de algodón o tap6n de vidrio. Despues se 

introduce el adsorbente (óxido de aluminio y sulfato s6dico) con -

arreglo a las instrucciones hasta la altura deseada (normalmente 

5 cm , pero en casos especiales la -longitud de la. columna es 01! 

yor) y no necesita ninguna otra manipulación. La columna cromat~ 

gráfica se puede llenar rápidamente introduciéndola en el frasco -

que contiene el adsorbenté y tomando aproximadamente la cantidad 

de sustancia que se precisa. 

Hl adsorbente:- Para el analista lo más cómodo es adquirir en -

el comercio un óxido de aluminio de marca garantizada, de buena 

calidad, especial para cromatografía y mezclarle con un peso ---­

igual de sulfato sódico anhidro de grano fino, conservándolo herm~ 

ticamente cerrado. lil 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 

viciad del óxido de aluminio. 

También puede prepararse un adsorbente del modo siguiente: Se 

separan por medio de . un cedazo fino limnio , las partículas -

más grandes de un lote de hidróxido 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 óxido de aluminio obtenido,· con una -­

mezcla de caroteno y licopeno. Si la actividad es demasiado gr&_!! 

de, es decir, el caroteno es fijado con demasiado intensidad se -­

puede inactivar dejando el polvo al aire durante lDl cierto período­

Y realizando una nueva prueba, .1:'uede obtenerse un preparado me 

nos activo, calentando adecuadamente a una temperatura algo más 

baja. El sulfato sódico anhidro se obtiene desecando a 1SO~dumn 

te 12 horas el producto corriente del comercio. 

La mezcla del adsorbente, ambos preparados -a partes iguales, pu! 

de ser ·contrastada como más pronto al día siguiente de la prepa 

ración. .l:'ara esta comprobación lo más adecuado es un extracto -

de cáscara de tomate para cuya preparación ~esecada al vacío. 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 

petróleo y sin adición de acetona, como indicamo~ anteriormente -

en la descripción del método general. Todos los pigmentos conte 

nidos en la solución de éter de petróleo deben ser retenidoS, ini­

cialmente, en una banda rojiza de un cm. de anchura, próxima al 

borde superior de la columna. se· vierte despues el eluyenté con­

teniendo 2% de acetona y se arrastm ligeramente el caroteno en -
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forma· de · una banda de aproximadamente 2 cm de ancho de color . . 

naranja cla~~ mientras que la masa de piimentos, especialmente 

el licopeno, · permanece pdcticamente en su sitio. Si el caroteno 

es arrastrado muy r4pidamente y al inismo tiempo el licopeno, se 

desplaza ligeramente hacia abajo, indica que el adsorbente esta de 
\ 

masiado húmedo, mientras que si la elución del caroteno tiene lu­

gar con mis· lentidu y dificultad significa que · el adsorbente esta -

demasiado seco y ·por ello demasiado activo. En este último caso 

puede corregirse dejando la mezcla adsorbente extendida en capa -

fina 1 o 2 horas sometida a la acción de la humedad atmosférica. -

En caso de · que la actividad sea tan sólo un poco ·más intensa, has 

ta .coo frecuencia elevar la concentración de a~tona en la solución 

eluyente al 2, 5 o 3%. 
• 

F~damento ·cte la determinación óptic~ del caroteno. 

Los aparatos ópticos de manejo visual, por ejemplo el coloríme- -

tro de inmerción de tipo Dubosq, ampliamente difundido, necesi- -

tan una solución de comparación. Se uso frecuentemente una solu 

ción de O, 0158 g. de dicromato sódico en 100 ml_ de agua. Es­

ta solución tiene aproximadamente la misma intensidad de color --

que 1, O mg· de B-caroteno en un litro de éter de petróleo. No -
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se puede recomendar para determinaciones exactas todos los apa­

ratos ópticos visuales, 

El ojo humano es, por principio, poco sensible en el campo de los 

tonos del color amarillo. Además, las soluciones de dos susEan-­

cias de naturaleza distinta no soo absolutamente iguales ópticamen 

te, cuando se utiliza luz con otra distribución espectral, lDCluso­

las variaciones de la luz natural· en el transcurso del día originan 

oscilaciones en la cifra de los carotenos, Prescindimos, además­

de las diferencias individuales que tienen origen en el ojo del ob- -

servador, Es por lo tanto muchísimo mejor utilizar aparatos foto 

eléctricos, particularmente el espectrofotóqietro, los cuales pueden 

operar con la luz estrictamente monocromática. Estos deben ser -

considerados como instrumentos absolutos de medida, 

Una vez determinada la extinción de la solución de caroteno y con~ 

cida ~ extinción específica para el caroteno se calcula la concen-­

tración problema a partir del valor obtenido. Los carotenoides na 

curales con acción vitamínica A no son completamente unitarios, -

pero regularmente constan, aproxidamente, del 90Jr, de 8-caroteno, 

especialmente en aquellas sustancias que como forrajes son para -

nosotros de gran int eres. La extinción téorica del H-caroteno, P.!! 

ro es 2,550, medida en espesor de capa de 1 cm y concentra----
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ción de g: en 1,000 mi de éter de petróleo, con luz de longi-­

tud de onda de 400 millmicras. A pesar de que los otros compo­

nentes de la mezcla natural de carotenos (c.-carotenos, lf -carot,! 

no, etc.), tienen extinciones que concuerdan exactamente con esta 

se recomienda tomar como base el valor dado para 8-caroteno. -

Bn otro caso debe determinar el analista las constames para el -

espectofot6metro por él utilizado, usando la soluci6n de caroteno­

puro.· Para ello existen en el comercio preparados cristalizados -

puros, mezcla de 8-caroteno (90-9~) con cc-caroteno, que deben 

haber sido adquiridos reclentememe, caso de que se hayan de utlll 

zar como standard en la solucl6n correspondiente. La concentra-­

ción máxima es de 8 mg de caroteno en un litro de éter de petró 

leo, puesto que para la determinaci6n de la extinci6n específica o -

para la preparación de una curva de patrón, lo mismo que el aná­

lisis, todo radica en una extrema velocidad. Se opera de la si--­

guiente manera: se pesan 8 mg de caroteno cm la máxima exac 

tltud en una microbalanza; se disuelven en una pequefta cantidad de 

benzol (mucho mejor y más de prisa que en el éter de petróleo); -

se lleva la solución a un matriz aforado de 1 litro con ayuda de -

éter de petróleo de punto de ebullición. de 80-l<xfy se afora con 
·-

éter de petróleo. Para mayor seguridad se prepara al mismo ---
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tiempo y de la misma manera una segunda solución standard. Se 

preparan una serie de diluciones de esta solución standard que - -

contenga 4; 2; I: O, 4 y O, 2 mg. de caroteno por litro. Para --­

ello· se miden cada vez en un matráz aforado seco y cuidadosal:llEln 

te contrastado (este procedimiento es mucho más exacto que la .uti 

tilización de una pipeta), 25 ml y se llevan a otros tantos matra­

ces aforados de distintas capacidades (50, 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. Bn caso de que se utili­

ce un espectrofómetro, es fácil, fijar exactamente la longitud' de -

onda correspondiente a ia máxima extinción del caroteno utilizado, 

que se encuentra hacia 450 milimicras y hacer despues las medicio 

nes con esta longitud de onda. 

Determinación de la vitamina A. 
·.'! 

La· vitamina A se encuentra en estado natural solamente en los 

productos animales, sobre todo en los órganos internos, Por ello 

muchos alimentos de origep animal (por ejemp~ ha1:'1Das de pesca­

do, harinas de hígado y similares) contienen cantidades muy varia-
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bles de vitamina A. En Ja actualidad es importante el contenido, -

Ja mayoría de las veces garantizado, en vitamina A de forrajes e!. 

pecialinente ricos en vitamina o vitaminados, en los cuales, a ve­

ces, se debe controlar la concentración de vitaminas así como su -.. 

estabilidad. 

l'uesto que la vitamina A es más sensible a la oxidación que el ca 

roténo se debe tratar el material analítico muy cuidadosamente y -

sin ningma pérdida de tiempo. Los mejor~s resultados se obtle-­

nen en los . casos en que el contenido en Vitamina A del material -

a investigar no es demasiado reducido. En los productos muy po­

bres en v1tamin9: A los resultados obtenidos . s.on menso exactos . 

• .1:H principio del método se basa en Ja conocida reacción de CARR-

PRICE (una). En los últimos estudios del análisis es necesario in 

cluir cuidadosamente Ja influencia de la humedad y del óxigeno. ··En 

todo caso es recomendable llevar a cabo determinaciones de control 

con lll)a 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 cápsulas de gelatin~ (con 2, SOO U. l. de vitamina A ca 

da una), preparadas por firina HOFFMANN~LA ROCHE, En la de 

terminaci6n de control se colocan una o dos de_ estas cápsulas en , 
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un pequefto vaso de precipitados con 25 ml de bencina - - - - - • 

- - aproxi~ne nte (punto de ebullici6n alrededor de 100), se­

cortan con una ·tijera de acero inoxidable y se pasa la solución -­

cuantitativamente a un matr4z aforado de 50 ml. 

1) OXidó de aluminio (muy aetivo) 

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

enfriar sobre pentóxido de f6sforo en un desecador de vacío. 

2) Eter. 

Absolutamente exento de per6xidos y conservado en frascos ambar. 

3) Cloroformo. 

El cloroformo puro comercial se agita varias veces con agua, se 

deseca a continuación sobre sulfato s6dico recientemente calcinado 

y se filtra y destila con la mayor rapidez. Se conserva en pre- -

sencia de un pq::o de óxido de aluminio muy activo en frascos de -

color ambar. 

4) Solución de tricloruro de· antimonio. 

El tricloruro de antomonio puro comercial se purifica de nuevo -­

mediante destilación en ausencia absoluta de aire y humedad. Se ~ 
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sari rápidamente 23 g. de producto purificado y se disuelve en 

100 ml de cloroformo, en caso necesario se calientan con pre-­

caucf6n. El reactivo así preparado se conserva en frasco ambar­

muy obscuro, en presencia de 6xido de aluminio. Antes de usar­

lo se agitará bien filtrado la cantidad necesaria por un triple fil­

tro de papel absolutamente seco. 

Descripción del método: 

De acuerdo con el contenido de vitamina se pesan 10-50 g. del -
. . 

producto a valorar, los cuales deberán contener de.1.00-300 U. 1, 

de vitamina. Paralelamente se efectúa un -análisis control en el -

cual se añadirá al material analítico 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 solución etérea -­

de un volunien total de unos 150 ml , ·se centrífuga brevemente y­

se vierte en un cristalizador de ta:mai'lo apropiado. Si se· anaiizan 

materiales pobres en grasas se ai'laden en este' momento de 2-2, 5-
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gr de aceite puro de cacahuet exento de vitaminas. Los cmcen-
.. 

trados vitamínicos puros en forma oleosa se afladen en la cantidad 
• 

correspondiente en el cristalizador. 

A continuación se añaden O, 5 ml de una solucl6n alcohóllca al -­

lO}ó de hidroqulnona y 15 ml de solución alcohólica de NaOH re­

cientemente preparada. Se coloca en un bailo de agua, calentando 

a temperatura ligeramente superior a 801y se burbujea a través -

de la solución nitrógeno puro, agitando suavemente de vez en cuan 

do. Pasados 1-15 minutos, cuando se ha evaporado la mayor par 

te del alcohol, se añade 6xido de aluminio humedecido (humedad -

12%), · y se miden R ml. en una probeta de 10 ml , se da vueltas 

con una espátula de vidrio y se deja basta un múimo de 20 minu­

tos en el baño de agua basta, evaporaci6n total de alcohol. 

El residuo pasa cuantitativamente a un tubo de centrífuga que se -

puede cerrar cuidadosamente con un tapón esmerilado y se agita vi 

gorosamente durante un minuto con 25 ml. de ·éter. Se vierte la -

solución etérea en otro tubo de centrífuga análogo, sobre 5 ml de 

agua saturada con éter, se agita otra vez vigorosamente y se cen­

trífuga para arrastrar los últimos restos jabonosos de la solución­

etérea. Este tubo de centrífuga va provisto de divisiones exacta--
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mente calibradas para poder controlar lo~ volúmenes, Despues -

de que se ha medido el volumen de la soluci6n etérea se toman -
1 

15 ml. y se ·uevan a un matriz de destilación pequeflo de cuello­

largo, (100 mi ), se expulsa el aire y se evapora el éter al va-­

cío, Mientras tanto . se prepara, para la partición cromatográfica, 

una columna de óxido de aluminio (dispositivo del inciso a) carote 

no), Esta columna se llena hasta una altura de 10 cm con óxi­

do de aluminio y se recubre con bencina, El residuo de la evapo 

ración, que contiene la vitamina A, se disuelve en 10 ml de ben 

cina y se vierte sobre la columna. 

Bajo succión lenta, se lava el matriz cuantitativamente con un to­

tal de 30 ml de bencina. La soluci6n recogida en un matriz a-­

propiado se libera del solvente del modo anteriormente descrito. 

Se disuelve cuidadosamente en clorofor~, se pasa la solución - -

cuantitativamente a un matraz de 10 mi., se afora , etc., y -

se utilizan 2 mi para la determinación clororimétriea. Para ello 

se ponen 2 ml en la cubeta del colorímetro y se mezclan rápida 

mente con 10 mi de reactivo de tricloruro de anti monio 

La determinación calorimétrica o fotométrica de la extinción se -

debe efectuar en el intérvalo de cinco segu1_1dos ·despues de la ad: 

ción del reactivo. Si se utiliza un espectrofotómetro o aparato - -
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similar se emplea luz de longitud d~ onda de 610 m.,- • 

El cálculo de los resultados se puede realizar mediante la sl--­

gulente fórmula. 

b • c : U. l. de vitamina A en 100 gr. del producto 

----100 problema 

( a - b), d 

Don de .!. representa la cantidad hayada en la prueba de adicción 

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

cionales. 

_!! es la- cifra correspondiente al problema sin adición, o es la 

cantidad añadida de vitamina A standard, expresa en U. 1 y ~ re­

pie senta el peso en gramos. 

La exactitud del análisis puede deducirse de la ~rdida de vitami 

na A que tiene lugar durante la realización del análisis. Esta -­

perdida debe ser inferior al 7%. 

Trabajando cuidadosamente la magnitud del error es siempre del 

orden de _ S½>. Puede considerarse que un contenido de U. l. -

por gramo de sustancia problema es el límite mínimo que permite 

una determinación segura, 
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Para preparar la curva patr6n se miden exactamente cantidades .: 

creci~tes de la solución standard de vitamina A que contengan de 

O a 50 U. 1. de vitamina A, se evapora el solvente al vacío (en­

caso de ser posible en la cubeta utilizada para la determinación­

colorimétrica o fotométrica) y se disuelve el residuo en 2 ml de 

cloroformo puro. Tras la adición de 10 ml de solución-

de tricloruro de antimonio se mide la extinción en los cinco pri 

meros segun~s. La solucló~ de comparación (el blanco) es una 

mezcla de 2 ml de cloroformo con 10 ml de solución de triclo 

ruro de antimonio. Todas las determinaciones de la extinción de 

· ben repetirse varias veces. 

Determinación de la vitamina u. 

Generalmente· el cootenido de vitamina D de los forrajes y racio-,. 

nes se determina biológicamente, por ejemplo mediante test con -

con pollos, puesto que todos los métodos fisicoquímicos ca 

recen de la sensibilidad suficiente. 

Con este procedimiento calorimétrico (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 pequen.as de vitamina D. Pueden emplearse hasta Sg. de 

la sustanci~ a analttar en los cuales vayan, por lo menos, 2, 000 

U. 1, de vitamina U. Tras la pesada se trata el material con -

20 ml de solución alcob6lica de potasa al 10)(, en un matraz de 

100 ml se expulsa el aire mediante el paso corriente de N, se 

guidamente se calienta durante 15 minutos con refrigerante de re 

flujo en. un l:Jafto de agua hirviente, Se diluye el contenido del ma 

tráz con 50 ml de agua, La mezcla se agita por tres veces con . . 

éter de petróleo puro (punto de bullición 30-40), empleando la pri 

mera vez 60 ml y la segunda y tercera solo 20 ml de cada - - -

una, Las soluciones de éter de petróleo 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 solución de éter de petróleo en -

un matráz afor~o de 100 ml. Se agita finalmente durante cinco­

miriutos con 2 g de sulfato sódico anhidro, calentando al. rojo -
'· 

" 

previamente. Se filtra inmediatamente y se evapora al vacio a -

40 hasta· desec.ación una cantidad tal de la solución que en,_ella es 

tén contenidas unas 1, 000 U. 1, de vitamina D. 
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En caso que además de vitamina D estén presentes cantidades CO!!_ 

siderables de impuresas resulta mejor disolver el extracto, tras la 

evaporación, en bencina pura de punto de ebullición 90-l00 4t:1 puri 

ficando mediante separación cromatográfica exactamente de la mis­

ma manera que se ha descrito para la vitamina A. La solución PU 

ra ·de vitamina U se evapora otra vez al vacio hasta desecación. 

l'ara medir con colorímetro se disuelve el residuo de la evapora-­

ción dn una cantidad tal de cloroformo que 2 ml de la solución - -

contenga unas_ 400 U. l. de vitamina D. Se pipetean cuidadosamente 

2 ml de la solución florofórmica en la cubeta de medida, añadien 

do rápidamente 10 ml de reactivo tricloruro de antimonio-cloruro. 

de acetileno y se mide la extinción 30 segundos despues con la luz 

de 500 milimicras de longitud de onda, contra la solución de com­

paración de 2ml de cloroformo y 10 ml del reactivo. El conteni 

do de vitamina D se calculará a partir de la extinción medida sir­

viéndose de una curva patrón. 

Trazado de la curva patrón: 

Soluciones standard: se disuelven en bencina pura 100 mg. de vita 

mina D pura cristalizada (correspondiente a 4,000.000 U. L), y se­

afora en un matráz aforado de 100 mi. Tal solución debe emplear 

se siempre recién preparada. 1 ml de esta solución madre contle 
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ne 40, 000 U. l. Se diluye progresivamente con bencina utilizan­

do matraces aforados de capacidad adecuada hasta que la dilu- -

ción sea tal que 1 ml. de la solución contenga de 40 a 200 u.1. 
de vitamina D. 

Las determinaciones se llevan a cabo de la siguiente manera: se 

depositan cinco y diez ml. , segiin la concentración de la dilución 

ftnal de vitamina U, directamente en la cubeta de medida calen­

tada a unos 301y cuidadosamente se evaporan al vacío hasta de­

secación. El residuo se disuelve despues en 2 ml de clorofor­

mo y se mide la extinción de la solución 30 segundos despues de 

la adición rápida de 10 ml de reactivo tricloruro de ~ntimonk>­

cloruro de acetilo (igual que se descrlbtó anteriormente), con -­

luz de longitud de onda de 500 milimicras. Estas mediciones se 

llevan a cabo con concentraciones crecientes de manera que se -

trabaje en cada una de las determinaciones con 200 U .1 más que · 

en la anterior. El método tiene un margen de error de aproxi­

madamente 10¾,, 

.t'ara. un mejor control de la exactitud puede realizarse, de la -

misma manera que para la vitamina A, una prueba con adición­

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

Se puede determinar la vitamina li basándose en su capacidad r.= 

ductora, caso de que no esté. presente en cantidades excesiva-­

mente pequeñas. Esta capacidad reductora es propia de todo el 

grupo de los tocoferoles, de todos los cuales, sin embargo, en 

lo esencial solamente tiene actividad vitamínica el -tocoferol, -

en tanto que la actividad biol6gica de los JJ, ~- -, ·~ -, E -, tocofe­

roles y otros es solamente exigua. Por ello en el método que -

se describe a continuaci6n se aisla el -tocoferol para su deter­

minaci6n. Sin embargo, si existe interés en la determinaci6n de 

los tocoferoles totales, por ejemplo para señalar el poder antioxi 

dante, se pueden determinar a continuaci6n los restantes tocofero 

les. 

No se puede operar a la luz natural. El principio ·del método ra 

dica en la reducci6n por el tocoferol del cloruro férrico a· -

cloruro ferroso. 

. ' 
Este último produce con el~--°'-- dipiridilo una intensa colora-

ci6n roja que puede medirse colorímetrica o fotométricamente. 

Descripci6n del método: 

72 



Se pesa una cantidad tal de la sustancia a analizar,. que ~ pesa 

da contenga por lo menos 1 mg de tocoferol. En el ejemplo que 

damos a continuación se han hecho los cálculos para una pesada 

de 10 g • :ii se utilizan cantidades mayores o menores hay que~ 

modificar de modo proporcional las de líquido a utilizar. El ma 

terial problema se trata en un frasco ambar con 100 mg de as­

corbinato sódido, 100 mg de lipasa, 100 mg de clarasa, 100 -

ml de pancreatic substance HOO. Se agitan con 35 ml de agua 
o 

destilada caliente (70) y a continuación se deja reposar durante -

45 minutos a unos 45°en la obscuridad. Seguidamente se afta-".' 

den 6, 5 ml de una solución de amoníaco al 1~ y 35 inl de ai 

cohol etílico puro y se agitan bien. Seguidamente se deja enfriar 

hasta .la temperatura ambiente y se agita, sacucUendo vigorosamen 

te, un 70 ml. de éter puro libre de peróxidos, se trata con 70 

ml de éter de petróleo, se agita brevemente y se deja reposar".' 

·unos 10 minutos hasta separación completa de las capas. Se to­

man en este momento 100 ml de la solución éter-éter de petró­

leo y se lava por dos veces consecutivas en un pequeño •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 petróleo puro. A continuación 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 aftade una canti­

dad exactamente conoclda de -tocoferol, que a groso modo sea -

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

(prueba de adición). 

Se evapora al vacío hasta desecación el contenido del matráz y -

el residlco se trata con 3 ml de reactivo de trieloruro de antL­

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

alcohol, y 10 ml de ácido clorlúdrico 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 adición, siempre tras la dilución del cinc. A continuación 

se vierte· la mez~la a un embudo separador de 250 ml , lavando­

el matriz con 30 ml de alcohol puro y despues se agita con - -

50 ml de ~ter puro libre de peróxidos. Des pues se añaden 50 -

rnl de éter de petróleo, se agita y se trata con 50 ml de agua 

destilada, despues de lo cual se vuelve a agitar vigorosamente. -

Se deja separar lás capas, se toman, midiendo exactafflrnte de -

25 a 75 ml · de la solución de éter-éter de petróleo, según el - -

contenido en tocoferol que se espere y se vierten sobre una co..;­

lumna cromatográfica, el óxido de aluminio de 5 c.m. de altura-
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empapada en la mezcla de solventes. El óxido de aluminio debe 

ser recién humedecido con agua, como en el caso de la determi 

nación de la vitamina A. A contlnuac16n se dejan pasar a tra-­

vés de la columna 80 ml. de la mezcla de éter-éter de petróleo 

y se recogen en el filtrado junto con las grasas de tocoferoles -

libres de impuresas 

Separación de la fracci6n saponificable • 

.lil extracto obtenido se evapora al vacío. El residuo se trata - -

con 150 mg. de ascorbato de sodio y 15 ml de una solución de­

hidróxido· potásico en metanol reclen preparada, des pues de lo - -
o 

cual se calienta a 60-70 durante 15 minutos sobre el bafto de --

agua, agitando de vez en cuando. Después de dejar de enfriar -

corto tiempo se trasvasa la soluci6n cuantitativamente a un embu­

do separador de 250 ml sirviéndose de 50 ml de alcohol metíli­

co, purificado de la misma manera que el alcohol etílico por des 

tilación con permanganato potásico e hidr6xido potásico. Se deja 

enfriar totalmente y se agita vigorosamente con 100 ml de éter 

de petroleo puro. Tras coito reposo se afiaden 10 ml de agua­

destilada y se agita otra vez fuertemente. Se separa la capa acuo 

sa, se vierte la- solución de éter de petroleo 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 cm 10 ml de ácido clorhídrico nor­

mal. 

Determinac16n dek-tocoferol. 

Se determina_, ·exactamente el volumen de la soluci6n de éter de -

petróleo obtenida y la mitad se deposita en un matráz redondo y­

se evapora al vacío. La separación del°' -tocoferol se realiza en 

una columna cromatográfica de óxido 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 evaporación en 200 ml de ciclo 

hexano y se vierte la solución sobre la columna. Se ia succiona 

a través de la columna _del modo ordinario. Seguidamente se lava 

con 60 ml, de· ciclohexano. Des pues se hacen pasar 130 ml de 

una mexcla de 99 partes en volumen de ciclohexano y una de éter" 
J 

con lo cual se eluye el ac-tocoferol. Esta solu~ión se recoge en -

un matrú frio y se evapora al vacío. El residuo se disuelve en 

4 ml de alcohol puro, se añaden por este orden, O, 5 ml. de so 

luci6n de dipiridilo (O, 5 g deec--,ce -dipiridilo en 100 ml. de al­

cohol etfiico) y O, 5 ml de una soluci6n alcohólica de cloruro f!. 
rrico recién preparado y conservado en la obscuridad. La solu 
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ción se vierte inmediatamente en la cubeta destinada a la medi­

ción. Despues de transcurridos exactamente dos minutos ( a -

contar a partir de la adición del cloruro férrico), se mide la -­

extinción con la luz de longitud de onda de 515 m¡.c. 

Hl cálculo de la concentración se realiza con ayuda de una cur­

va patrón, que es de la siguiente manera: Se prepara una solu­

ción standard de vitamina H, depositando 100 ml de UL- <r-toco 

ferol puro en un matraz aforado de 100 ml. Se disuelve inme-­

ditamente en alcohol puro y se afora .• . Esta solución se conser 

va guardándola en el congelador unos 10 días~ Inmediatamente -

antes de la utilización se realizan en alcohol puro. las diluciones 

adecuadas. J:'ara la curva patrón 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. Uespues se afiaden de la manera 

anteriormente desc:rita O, 5 ml de solución de dipiridilo y O, 5 ml 

de solución de cloruro férrico y- se mide la extinción en el foto­

métro. 

Las cantidades de vitamina H leídas en la curva patrón se expre 

san provisionalmente (teniendo en cuenta la marcha analítica) co 

mo pg. de vitamina E en un g . de sustancia problema, El -­

cálculo final se realiza según la siguiente fórmula, 
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100. c. a 

(b - a) 
- rng't-- tocoferol en 100 g. de la sustancia 

problema. 

siendo a. cantidad encontrada de -tocoferol por g. de sustan-

cia sln adición. 

b = lo mismo en la prueba de adlci6n 

c, cantidad afladida de o::--tocofero~ por g. de sustancia. 

ueterminación de los restantes tocoferoles 

Tras separación del 111. -tocoferol se vierten sobre la columna 80 -

ml de una mezcla de 85 ml de éter de petróleo y 15 ml de -

éter etílico y se r~e el eluldo en un recipiente frío. La solu 

ción así obtenida se evapora al vacío, -. el residko en 4· ml de 

alcohol puro y se determina fotométreicamente de la manera ya­

descr,ita, teniendo en cuenta únicamente que la lectura de la ex-­

tinciones se realiza esta vez diez minutos despues de la adición­

de la solución de cloruro férrico. 

Vitamina B1 (Tiamlna). 

Esta determinación exige, «sí como la siguiente de vitamina B2 -

(rlboflavina) la utilización de un fotómetro de fluorescencia. 
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Descripci6n. del métooo. 

El matertal a analizar debe ser dividido muy finamente y con cuid~ 

do. Se realizan dos pesadas iguales de, como mhimo, 25 g que 

no deben contener más de 0,3 mg de vitamina 81, se depositan en 

dos vasos de pxecipitados de 400 ml , y se tratan con 125 ml. de -

ácido sulfúrico A una de las muestras se añade una cantidad -

conocida, lo mejor O, 2 mg de vitamina 81 pura que ha sido deseC!._ 

da al vacío hasta peso constante durante dos horas a 65 ~n - - - -

1, 000 ml de leido sulfúrico , guardándose la soluci6n. en un - -

frasco ambar en el refrigerador Se conserva bien durante un mes. 

Se agitan los vasos para que se empape bien todo el matertal, se -

añade 1 ml de b!En aceite de parafina fluido ( D=O, 85 ), para evi -

tar la formación de esp~a y se calienta durante 15 minltos en el 

o 
altoclave o en una olla exprés a 105 o 110. La me:zcla se arras-

tra con agua destilada a un matraz aforado de 250 ml y se deja -

enfriar coo cuidado hasta 45°. Se añaden ahora 20 ml de una so­

lución al 20% de acetato sódico anhidro y despu6s, tras agitar bien, 

0,5 g: de clarasa dejando reposar el matraz ttros 20 minutos en 

la obscuridad a 45 º, Se deja enfriar hasta la temperatura ambien­

te. Se trata ctra vez con 20 ml de la soluci6n. de acetato sódico , 

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 comprobación de impurezas :fluorescentes. 

Se toman 10 ml de. la sollldón acuosa d>tenida en la prueba con adi­

ci& en lll vaso de centñfuga y se añaden lllOS 25 a 50 mg de pi.ro -

sulfito s6:lico pulverizado, Mediante calentamiento durante 15 mini!_ 

toe en el bailo de agua hirviendo se destruyen tctalmente la vitamina -

B¡. 

Se enfría a la temperatura ambiente y se trata .cm 3 m1 de lila sol.u 

ci6n de 3 g. de bromuro cíe cianogeno en 100 ml de agua destilada. 

Esta. soluci6n debe ser manejada con mucho cuidado debido a su - -

gran tó:x:lcidad; debe prepararse nmva cada semana, conservAndola 

bajo cierre hermético en la obscuridad del frigorífico. A continua-

. ci6n se trata con 2 ml de bidr6:xido slldico al 30% y 15 ml ele alco­

hol isá>utilico reci.Gn destilado, desprovisto de :fluorescencia, se ag!_ 

ta durante \Dl minlto y se centrifuga a continuaci6n durante tres mim!. 

toe. Despu6s se llevan 10 ml de la soluci.61 alcdllllica a \Dl matraz 

aforado de 25 ml , se afora cm alcohol de_ 96 libre de :fluorescen -

da y se mezcla bien ( salud&. A ). 

Se tratan 10 ml de cada \Dla de las soluciones problemas cm brom'I!. 

ro de o:tanogeno d>te~ndose. así soluciones_ alcoh6licas para la med!_ 

ci&I en el fcttmetro de fluorescencia de la vitamina B¡ ( tl.ocromo ) . 

En esta med1ci.6n ~ determina la fluorescencia de las soluci.mes á>_ 

tenidas ajustando el cero del aparato cm la soluci6n A ( prueba en -
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blanco ), para ver la influencia de las posibles im.Pl!1'8zas :fluo -

rescentes. A partir de la intensidad de :fluorescencia medida en -

las dos pruebas analilicas propiamente dichas se calcula el conte­

nido en vitamina B¡ seg(m la f6rmul.a siguiente : 

l~:ii.:.b_ = microgramos de vitamina B¡ en 100 g de la sustancia..: 
(a-b) .e problema, 

siendo: 

a = lectura en la escala del ftt6metro de :fluorescencia para la muel!_ 

tra cm adidm de vitamina B1. 

b = lo mismo para la muestra sin adici6n. 

e = la pesada de la sustancia a analizar en g . 

d = la cantidad de vitamina B1 aiiadida en g, 

f. Vitamina J½ ( ribo:flavina ) • 

Se pesa la sustancia a analizar finamente dividida, una cantidad tal 

( corno mAximo 25 ~ ) que contenga O, 3 mg. de vitamina B2. Co­

mo en la detenninaci.f.n de vitamina B¡ se 1.tllizan dos vasos de pre_ 

cipltados de 400 mi .. y se mezcla bien-la sustancia con 125 mi de-

A<:ldo sulfúr1co. A una de las miestras se le añadcm O, 2 mg -

de ribo:flavina pura ( prueba de adid6n ). Tras adi.cl.6n de 1 mi -

de aceite de parafina puro ( D=O, 85 ), se calienta durante 15 minl!, 

tos en el autoclave a 1os-110; se lleva el contenido ele tos vasos -

de precipitados, lavando cm agua destilada, a dos· matraces afarl!., 
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• dos de 250 ml. Se enfría cuidadosamente hasta 45 y se trata con so-

lucUm de acetato s&lico y clarasa del modo descrito para la vitamina 

B¡. Tras enfriar a la temperatura ambiente se afiaden ttros 20 ml 

de acetato s6:lico, se afora con agua destilada y se filtra. 

Se toman 50 ml de cada tmo de los flltrados, se depositan en btte -

llas para agitad&! de 100 ml. , añadiendo en cada una 1ml de ácldo 

sul:flirico al 3~ y 2 ml · de saluci.&i de permanganato de pttas:f.o al 

3% y se agita durante un mi.Ii'lto. 

Inmediatamente a caitinuaci&i se trata con per6:xldo de bidrllgeno, -

añadiendo g«a a gtta, hasta decoloraci&i. Después se agita bien la 

salucl&i cai 50 ml de cloroformo y se separa la emulsi6n por oentrt 

fugaci6n. Se depositan 20 ml de cada tma de las soluciones acuosas 

en vasos de oentrl'fuga de tamaño adecuado, se aiiade 1 g. • de fran~ 

nlta para la absarci6n de la riboflavina, se agitan bien, y se oeIJtriñ!. 

ga cu1dadosameiJte decatando el líquido que sobI"enada.. Si se supone 

que el contenido en rlboBavina es muy bajo, se puede depositar ttra 

vez la misma cantidad ( 20 ml ) de la saluci6n acuosa sd>I"e la fraI!_ 

cau.ta 1fi1f7.ada, se aglta de nuevo, se centrifuga y se decanta~ La 

francmita sedimentada se agita durante corto tiempo con 20 ml .. de-

ácido sulflirico y se centrifuga de nuevo. Esta saluci6n de lava-

do se decanta y se despcecia. A continuad.fin se agita bien el sedi -
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mento coo 15 ml '· en cada caso de lüdr6xldo sOclico . ccn la finali -

dad de eluir la riboflavina. Se centrifuga bien hasta que la solud.6n­

que sobzenada sea clara. Se depositan 10 ml de cada mia de las 8'!. 

luciooes claras en los cristalizadores y se irradian durante 6 mt 

mtos con l.A.mpara de luz blanca ( Philips 160 watlos ), a ma distan -

cia de 25 cm. Despu!s se acidifica con 2 ml. de leido aceti.co g1a -

cial puro y se vierte la solución en vasos de centrifuga. Se ai'iaden­

a cada 1DlO de los paralelos 15 ml. de cloroformo puro zeci&'desti­

lado, ( libze de fluorescencia ), se agita durante 20 segundos y se - -

centrifuga 2-3 minttos. Se tamn 10 mi de la solud.6n clorof6rmica 

con ma pi¡:eta exactamente calibrada, se depositan, ·en 1Dl mttraz -­

aforado de 25 ml aforado con alcohol de 96 puro y libze de fluareE!_ 

cencia. A ccntinuaci6n se mide la fluorescencia ajustando el cero 

del instrumento mediante ma me2'cla de 10 ml del cloroformo utili 

zado y 15 ml de alcohol. El cMculo se realiza aplicando la misma­

f6r:mula que en el caso de la vitamina B1, 

~~bf{..:.= g de riboflavtna en 100 g- de la sustancia problema. 

IV. - ANALISIS ESPECIALES OE LOS MACROELEMENI'OS 
( Ca, Mg, P, K, Na, CI, S ) 

La e:xtraOJ:dinarla importancia del apa:e mineral suficienl'e en la m~ 

dema erra animal hace necesa:rio determinar analil:icamente les can 
. -

pcnentes inorganicos que son de significaci6n e intel'és. Nos referi -

83 



mos especialmente a los siete mac:roelementos minerales, qte :cepr:e_ 

sentan una fracd&i importante del cterpo animal, y de sus productos 

y paltici.pan al mismo tiempo en proporci&i cmsiderable en el metabQ_ 

lismo ~ dicho. La determinaci.&i de cenizas brutas por el 

matado de WEENDE no es en sí ning1l1a medida del contenido en mate_ 

ria mineral. Se debe m4s bien determinar por separado los elemen -

tos importantes mediante anAlisis especiales; Para ello es fl:eetente_ 

mente inipresclndible seguir una marcha analítica espe~al. Solo a!_ 

gunos macroelementos pteden ser determinados caijmtamente ~ Es -

te hecho implica sensiblemente los an4lisis de las sustancias mineti!_ 

les. 

1. - Determinad&! del caldo. 

En las cenizas de fmrajes habr4 qie cmtar siempre, para la deter­

minad&! del calcl.o, cai la p:cesenda de cttos elementos qte origi -

nen interfe:cenci.as, como el Addo fos:f6rico, magnesio, hierro y all!_ 

minio. Sucede especialmente c!sto cuando, como es frectent:e, se de_ 

be determinar el magnesio desi;ds del caldo. El mat:erial de parti~ 

da es en ambos casos la saluci&i de cenizas brutas en HCl • Señala­

mos _ttra vez que tales saluciaiee qiedan, por ejemplo, tras la de -

termlnacl&i de cenizas insolubles en Addo. También mediante di -

salucl&i ( salubilizaci.&i ) de las cenizas brutas d:>tenidas, se puede 
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ahorrar en mudlos casos tma caldnadón especial de los productos­

coo el ñn de determinar el calcio o el magnesio. En caso de qua se 

requiera tma gran e:xactittd en los resuJtados hay qte acomodar las 

pesadas al cootenido de ciado esperando y efectuar la indnerad&i 

solo con este fin. La detenninad6n se puade realizar dentro de - -

limites muy amplios en las concentrad.mes de calcio en la solución 

problema. 

Sin embargo, los mejares resuJtados se d>tienen cuando estan pre­

sentes tmos 40 mg de Ca en 50-100 ml de soluciái. Para ello se 

caldilan e1:1 la mufla de 3-10 g: . del producto a analizar, sep el -

caitenido en calcio. Se arrastran cm agua caliente las cenizas a tm 

vaso de precipitados de 400 ml , se calienta el crisol de calcinadái 

con 5 ml. aproximadamente, de soluci6n de HClal 2% y se arrastra 

esta solucioo, tambi6n cuantitativamente, al vaso de precipitados. 

Despu!s se calienta, mos cinco mim.tos para qua la dboluci6n sea­

lo más completa posible y se diluye hasta 50-100 ml, A continua -­

ci6n la soluci6n se neutraliza exactamente con sosa pura coocentra­

da en precenda de rojo de metilo y se añadeJl 2, 4 ml de HCI4luído 

al 1: 1 por cad,l 100 ml. A continuacl6n se tratan con 50 ml. de so­

luci6n saturada de malato am6nico y 10 g de mea ( en forma s6li -

da ), y se calienta sd>re tm homillo eléctrico, hasta viraje del indi -

cador, para lo cual soo precisos tmos 15 mim.tos. El precipitado de 
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oxalato cálclco se sedimenta muy bien. Cuando el líquido 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 

Ad.do sulñtrico caliente y despl.l!s, ·cuidadosamente , con agua ca -

liente . Para recoger el flltrado lo mejor es usar el vaso itilizado­

para preclpitadát. La soluciát se calienta hasta 80° aproximadamel!_ 

te y se titula con permanganato .de pa:asio· caliente hasta apari - -

dát de coloradón rosa duradera. 

1 mi de KMti04 ~sponde a 0,002004 g . de Ca. 

2. - Determinadát del Mg a caitinuaci6n del Ca. 

a). Como piro.fosfato de magnesio 

Una vez obteni:ia la soluci&i clortúdrlca de cenizas se trata con 10 ml 

de soluci6n de cloruro fénico al 1% y 10 ml de 1.U1a soluci6n de ace­

tato am6nico al loX,. Seguidamente se calienta y se mantiene algu - -

nos minutos en ebullidát. Inmediatamente, caliente aún la soluciát, 

se flltra y el precipitado se lava bien con agua caliente a la que se le 

han aftadido algunas g<hs de acetato am6nico. Se .calienta el. filtrado 

hasta ebullid.6n y se precipita con 50-100 ml., según el caitenido en 

calclo, de 1D1& soluci6n saturada y caliente de oxalato am6nico. Des­

pms de dejarlo reposar 1.U1 día se separa por flltraci6n el predpl.tado 

de oxalato amooico. Despui!s de dejarlo reposar 1.U1 día se separa --
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por filtración el pxedpitado de o:xlilato ~co, se lava cuid&:tosamel!.. 

te con agua caliente y se detennina el caldo, si se desea, se plede-

1.tiliz.ar el procedimiento anteriormente descrito. 

El fl.krado y el agua de lavado del oxalato cAl.dco se cmcentran has -

ta 50 ml , se alcaliniza con amoniaco cmcentrado y se. precipita en­

caliente, añadiendo gtta a gota 25 ml de ma soluci6n al 1~ de fosfi!_ 

to sódico ( Na2HP04 • 12H20 ), se deja reposar m día, se filtra atr~ 

vés de m filtro libre de cenizas y se lava con ma soluciái al 2, 5% de 

amoniaco. El filtro y el pxecipitado se desecan y a continuad6n se -

calcina cuidadosamente, en m crisol tarado, cm llama de gas d!bil. 

Después se calienta al rojo intenso durante varias horas por lo menos 

a 1,.cxxf. para transfonnar completamente el predpitadoen pirofosfa­

to de magnesio • 

1 g: de Mg2P20¡ cmtiene 0,2184 g. de Mg. 

b). Detenninación de caldo y magne~o mediante titulación comple -

xómetrica. 

Los procedimientos analíticos qte figuran a continuad6n sm metodos 

d.pidos para determinaciones en serie del caldo y magnesio en las - -

que no se requieran ma e:xcremada exactitud en los resultados. Sin -

embargo, se han utilizado satisfactoriamente para valorar el contenido 

mineral en forrajes. 

Descripción del m&odo 

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 leido clorhídrico diluido y la soluci6n se pesa cuantitativa­

mente a un matraz aforado de 50 ml y se afora • 

En un tubo oonico de centrifuga se neutralizan 5 m1 de la solltión de 

cenizas con NaOH ( ttilizando rojo de metilo como indicador ), se 

acidifica con algunas gctas de lcid? acético glacial y se afladen 2.ml 

de solución saturada de oxalato s6dico. Se deja reposar durante 6 hQ. 

ras, como mínimo , y se centrifuga durante 5 mi,nutos a 3. 000 r¡:m. 

decatando cuidadosamente la solución sob:r:enadante. Seguidamente se 

hace una suspención del precipitado en agua destilada, se centrifuga­

Y se decanta de nuevo el agua de lavado, añadiendola a la primera de_ 

cantadón. Esta solución es la que se utiliza para la determinación­

de magnesio. 

JJ. Determinad6n de calcio. 

El precipitado de oxalato cllcico se di~uelve en 5 mi de ad.do clor -

hídricc, . se lleva cuantitativamente.ª un matraz Erlenmeyer de. ---

250 m1 , se trata con 10 ml de solución amoniacal , y se añaden 

como indicador 2-3 gctas de soluci6n de rojo metilo. Se titula inme 

diatamente en una bureta de presición con una soluci6n 0,0~ M. de -

títriplez hasta viraje tctal de rojo a verde. El reconocimiento del pun_ 

to de viraje se fad.lita si se trata previamente la solución con algunos 
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mg de títriplex magnc!sico en polvo. Hada el :flnal de la titulación -

se debe proceder lentamente, ptesto q1.e las reacciones requieren -­

algún tiempo. Un ml de tihiplex 11I O, 01 M corresponde a 0,4 mg 

de caldo ( O, 004 g ). En la detenninadón de la actividad hay qte 

tener en ctenta el resultado de la ~ba en blanco. 

Reactivos necesarios : 

1. Tihiplex Ill O, 01 M, 

3,721 g. de etilendiaminatetracetato-dis6dico ( merck 8,418 se di­

stelven en m matraz aforado hasta m volmnen de tm litro conservá!!, 

dose en m frasco de vidrio resistente ( Pirex ), o mejor, en m fraE!_ 

co de polietileno. La actividad de la soluci&i se prueba y determina 

mediante tituladón con soluciones cuyo contenido en caldo sea con<!_ 

cido, las cuales se preparan convenientemente cm carbonato de -­

_caldo. 

2. Indicadores ; a) Solución de O, 2 g. de negro eñocromo T, en -

15 ml de trietanolamina, mAs 5 ml de etanol. Esta,solución debe­

prepararse en el momento de usarla. b) So1uci6n alcdl6lica satura­

da de rojo metilo, 

B). Determinad& de magnesio. 

La. soluci6n obtenida en a ) despu!s de precipitad6n del oxalato cfil­

cico, mAs el agua de lavado, se pasa cuantitativamente a lUl matraz 
' 

Erlenmeyer de 250 m1 y se neutraliza exactamente con la soludoo-
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de amooiaco , emple'ando rojo de metilo como indicador. Se afia -

de una punta de cudüllo de sulfuro s6lico ( Na2S ) y daru.u:o pttlsico 

( KCN) y se nettraliza de nuevo cuidadosamente con lcido clmhídr!_ 
.,· 

CO D. A continuacim, se lleva la solucioo a pH 10, mediante la adi -

dm de 10 m1 de soluci.ái de amcmaco y 5 m1 de Addo clcniúchi 

co n. Se añaden de 2 a 3 mg de títriplez mapsico y 2 gtt~ de so­

lucim de negro de eríocromo mAs 7 gttas de soluct&i de rojo de met!_ 

lo y se titula inmediatamente sm·soluci&i de t!trlplex 0,01 M. del -­

mismo modo que en a ). 1 m1 de tftrlplex IIl O, 01 M equivale a - -

O, 243 de magnesio ( O, 000243 _g ) • 

3. F6sforo 

El :f6sforo se encuentra en los organismos ( animales y vegetales ) -

en una serle de-compuestos de naturaleza diversa, en parte como P'!. 

ro fosfato inorglnico y en gran paite como compcnente de la meterla 

orglnica. A pesar de que casi todos los cQmpuestos cootienen como 

parte integrante lcido ortofosf6r.i.co, se requiere frecuentemente un 

ataque químico en6rgi.co para transformarle en un CDIIlpuesto analiZI!_ 

ble. Un m6todo irreprochable coosiste en la denominada combusti6n 

por v!a húmeda basado en la destrucd& de la materia orglnica cm -

~s Ji'quldos fuertes ( ácido nil:rJ.co ~ y icldo perc16 

rico), seguida de la determinacim gravimétrica. En muchos.casos, 

som:e todo en los :forrajes. tambi6n se puede determinar el lcido ~ 
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f6rico tctal tras incineraciái por vía seca :realizada bajo condid.o --

nes especiales. Por lo tanto, describiremos ambos m&:odos a calti_ 

nuaciái. 

En caso de que no sea necesaria tanta exactitoi analfl:ica y cuando -

se trata de muy pequeñas cantidades del producto, la determinaciái 

del cootenido en f6sforo puede tambi&i llevarse a cabo colorim!l:ri -

cam.ente o fttomAticamente. Este procedi:niento es mucho mis rl­

pldo y se puede realizar fácilmente en m gran número de muestras. 

Lo incluimos a cootinuación como micrométodo en el apartado C ). 

a). Detenninacf.ái gravi~ca del fósforo tras calcinación por -­

v!a húmeda. 

La determinaci6n gravim6trica del f6sforo se lleva a cabo del modo 

mls conveniente coo 1Dl8 cantidad de 10-20 mg de ffisforo par muef!_ 

tra. Teniendo esto piesente se realizan las pesadas necesarias re­

feridas a sustancia desecada al aire, que debel'h ser: de 2g: en el 

caso de forrajes de origen animal, tortas oleaginosas y subproduc -

tos de molinería ricos en :ffisforo; 5 g: en las harinas de cereales 

y heno de buena calidad; 10 g: en henos de mala calidad y patatas 

y 20 g en el caso de paja. 

La muestra para analizar, desecada y finamente triturada, se pega 

en m matraz de fondo plano ( 100-150 m1 ), de cuello muy largo 

y ancho. Se afiaden por cada cinco gramos de sustancia, 10 m1 de 
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agua destilada, 2-3 m1 de leido percl6r.ico cmcentrado ( D=l, 5 ), -

5 m1 de 4ddo nítrico coomntrado ( D•l,42) y 3-5 m1 de leido su!_ 

ffir:i.co conoentrado. Des~s de mezclar cuidadosamente se calienta 

CCll precauci.m en tm hornillo el~c:trico no demasiado ftette "f la me!. 

cla se colarea de obscuro. Una vez cmsumido el oxidante se añade -

( en cada caso ) tm poco de leido nítrico coo.centrado y se continúa el 

ataque lentamente hasta que la solución se torne incolora y ma vez~ 

frta i;ermanezca tttalmente incolora. Seguidamente se agregan - -

20 m1 de agua y se calienta 10 minutos a ebullición, para destruir­

el ácido rµtrosilsulfúrico. 

Para determinacimes gravim~ricas se emplea el contenido tttal del 

matraz,se pasa el cmtenido a a:ro matraz aforado de 50 m1 y se a­

fora., empleAndose tma patte al!cua:a de la soluci6n de ataque si es­

para microdeterminaciones • 

La cantidad de soluci6n que se destina a la precipitaci6n debe tener 
. . 

tm volumen de 50 ml. Se completa la solución existente o la medida 

hasta que aquel volmnen con ácido nítrico diluido ( D=l,20 ), que con 

tenga 30 m1 de Addo sulfúrico concentrado por litro. La solución­

se calienta, en tm vaso de precipitados de 250 ml , justamente has­

ta ebullicioo y se le agita suavemente durante algunos minutos. Se 

vierten ~nmediatamente sobre la solución 50 ml ( mt:didos con prQ_ 

beta ) del reactivo sulfo-molídico, se esperan tmos mint.tos, se a-
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gita vigorosamente durante medio minuto y despuh de vez en cuando 

con una varilla re vidrio. 

Se deja en reposo durante una noche, se fiJtra el predpitado a través 

de un crisol filtrante de vidrio, previamente tarado o de un crisol fi! 

trance de porcelana y se lava, por lo menos cinco vece.s, con una S'!. 

lución al 2% de nitrato amónico. Despoos se elimina el líquido por­

sucdón lo m!s completamente posible, se cambia el Kitasato y se la_ 

va tres veces, succionando cuidadosamente en cada una de ellas, can 

acetona, absolttamente pura libre de agua, amoníaco, aldehídos. Se ' . 

succiona de nuevo hasta que el predpitado quede completamente seco, 

en un desecador en el que se hace un fuerte vacío. A continuación se 

pesa inmediatamente. 

Un gramo de precipitado contiene O, 01438 g. de :f6sforo. 

Preparadón del reactivo sulfo-molibdico 

( Las cantidades que figuran a continuadón se refieren a un litro de -

reactivo). Agitando enérgicamente se di:.:iuelven _50 g. de sulfato a­

mónico en 450 ml de ácido m1:rico concentrado ( D=l ~ 4 ) . De la mi!_ 

ma manera se disuelven 150 g. de mo.libdato amónico en 400 ml de 

agua hirviendo. Después de dejar enfriar hasta temperatura ambiel!_ 

te, se vierte la segunda solución a chorro sobre la primera agitando 

suavemente, se completa hasta un litro y se mezcla bie, pasados dos 

días se filtra el rE:activo y se conserva en un frasco ambar en lugar 
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fresco y obscuro. 

b). Micrométodo con determinación colorímetrica o fa:om&rica del­

ffieforo. 

Los valores ootenidos son mis exactos cuando se emplea, para la - -

formacióndel color, una cantidad de O, 1 mg ·· de f6sforo en 25 m1 del 

volwnen flnal. Han de tomarse, por lo tanto, las cantidades alicuttas 

correspondientes de _las solucicmes de éenizas preparadas según a )~ 

Las pipetas .ttilizadas para las medidas deberin estar calibradas con 

la mAs:xima exactitm. En el caso de materiales ricos en f6sforo es 

con frecuencia ccmveniente realizar una nueva dilucioo. Ademb la­

solución ltilizada para el anfilisis debe ser neutrali~ exactamente 

en presencia de fenolftaleina ( dicha neu:ralizaci6n puede realimrse­

ccm mayor comodidad en la dilución intermedia seiialada ). 

Para el análisis fctom&:rico se pipetean a continuación en un matraz 

aforado de 25 m1 ; 5, 10 o 20 m1 , segím el contenido en f6sforo~ Se 

añaden primeramente 1 m1 de leido molibdico y a continuacioo 1 ml 

de solución de bidroquinona y se deja dµrante cinco mini.tos agitando 

suavemente de vez en cuando • En este momento se afiade a cada m!_ 

traz 1 m1 de solución carbaiato-sulñto sódico y se afcra con agua. 

Pasados unos 5-10 minu:os se puede medir m elfa:6metro~ La can­

tidad de f6sforo_ presente se calcula cm ayuda de una curva patrón, 

que se ~ene tratando del m~o descrito cantidades exactamente -
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medidas de mia solución standard. 

Reactivos: 

1. Soluciát de ácido molibdico; se disuelven 10 g. de molibdato -

amático en 200 ml de H2SO 4 , calentando .ligeramente y filtrando 

en caso necesario. 

2. Solución de hidroqui.nona : sedisuelven 2 g: de hidroqui.nona en 

agua, se completa 100 ml y tras afiadir O, 1 ml de H2SO 4 concentr!.. 

do se conserva en llll frasco ambar. 

3. Solución de carbooato sulfito-sódico 

a). Se disuelven 200 g de carbonato sódico con agua, en llll volu -

men de m litro, 

b). Se disuelven 200 g de sulñto s6di.co ccn agua, en llll volumen de 

m litro. 

En el momento de usarlos se mezclan dos partes de la soluci6n a ) - -

ccn lllla ·parte de la solución b ) • Debe conservarse la solución bien -

cerrada y prepararla de nuevo cada dos semanas aproximadamente~ 

4. Solución standard de fósforo :::»e clistelven 4,386 g de fosfato -

monosódico seco en m matraz aforado de 1. 000 ml. Esta solución -

base contiene 1 mg de fósforo por m1. Para utilizarla se diluyen -

25 ml hasta 500 en llll matraz aforado. Antes de aforar se aftaden - -

llllOS cuantos m1 de ácido sulfnrtco ccncentrado puro. 
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4. Pttasio 

La exactitud del anllisis no depende de ~a determinación exacta de -

" K " en la soluci6n anali1:ica, pero se obtienen los mejores :resultados 

calcinando suficiente material para que en cada determinaci6n se tri!_ 

baje con 30-40 mg de K. Para cada mg le K se precisan al:rededor 

de 0.5 ml del :reactiv01:de p:recipitadón. Se calcinan tctalmente a --

º 550 y con el mayor cuidado la cantidad correspmdlente de sustan 
~ -

cias a analizar, se lavan varias veces las cenizas con agua bidestila 

da hirviente, se flltra en 1Dl vaso de precipitados de 250 ml y en caso 

necesario se diluye hasta 1Dl vollllllen de 100 ml. A continuación se -

acidula d!bilmente con leido acético, se añaden dos gctas de 1Dl8 so­

lución 0.2 de A1Cl3 se calienta hasta 1D1os 7Cf'C y se añaden, agi -

tando cootínumnente 20 ml de 1Dl8 soluci6n de II kalignost "¡:reparado 

cm arreglo a las prescripciones . Se deja enfriar, se ñltra el ~­

cipitado a través de 1Dl ñkro de porcelana porosa tarado, se lava con 

agua d6bilmente acidulada con ácido acético y se deseca en la ·estufa­

ª 12ot:. El peso constante se alcanza.rlpidamente (1/2-1 hora). 

1 g de p:recipi.tado contiene aproximadamente O, 1()1)1 g de K. 

PreparacUio del :reactivo de p:recipitacioo. : Se disuelven en tm litro -

de agua bidestilada 34. 2 g de ''kalignost 11 ( tetrafenilborosodio ), se -

añaden a la soluci6n cinco gc:tas de 1Dl8 solución 0,2 N de AICI3 y al­

:rededor de 1 ml de 1D1a solucioo al 1% de LiCl, se deja en :reposo --
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hasta el día siguiente. Se filtra a través de un filtro de pliegues y se 

conserva la solución en un frasco de polietileno. Se puede conservar 

durante algunas semanas. 

5. Determinaciál de Sodio. 

El método que vamos a describir sólo es utilizable cuando la su.sean -

cia problema no contiene cantidades elevadas de pctasio;· Si existe un 

exceso de pctasio los valores que se obtienen para el sodio son dema -

siados altos y por lo tanto erróneos; El nivel máximo de pttasio tole_ 

rabie corresponde a una concentracilil de 20 mg de pttasio en 1 mI 

en la solución anah'tica obtenida cm arreglo a las indicaciones que se 

describen seguidamente. Por lo tanto por este procedimiento se puede 

determinar el sodio en los prodUd:os de origen animal. En todas las 

demás sustancias debe cmocerse de antemano el cootenido en pa:asio, 

caso 4e que edn presentes cantidades altas de pttasio y sin embargo 

sea necesario un análisis gravímetrico exacto del sodio hay que elim!_ 

nar el pttasio como perclcrato según el m~odo descrito. 

Para cada determinación se necesita la precencia de 1-8 mg de Na - -

por 1 m1 de la solución. Esta concentración se obtiene al calcinar en 

una cisula de platino a 550°C. como mlximo, 30 gramos de la sustan­

cia proolema desecada al aire. Las cenizas se hierven varias veces 

con agua destilada, el residuo se filtra y selva con agua, el filtrado 

se concentra hasta alrededor de 5 ml y se afora en un matraz pequeiio 
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de 1om1: 
" Ntta importante " : En el caso de materiales ricos en fósforos y -

pobres en caldo, esto es, todas las sustancias COD .excepción de la -

hierva verde y el heno, la cantidad pesada de mezcla antes de la calci_ 

nad(ln COD 1-2 g de hidróxido de calcio finamente pulverizado - - - -

( Ca ( OH )2' p.a. ) • 

De la soluci& obtenida se pipetea 1 ml en un vaso de precip!tados de 

50 ml. Se mezcla COD 10 ml del rea<tivo, se sucdona fuettemente ~ 

da vez y se lava todavía d neo veces mls COD soluci&i alcoo6lica , por 

liltimo, varias veces con éter puro. Después se pasa aire mediante -

succi.&i el tiempo necesario para que desaparezca el éter tttalmente. 

Seguidamente se guarda el crisol en el desecador durante algunas ho 

ras y se pesa. 

1 g. del precip.tado cootiene 0.01495 g. de Na. 

Reactivos. 

Se tratan 10 g de acetato de uranilo COll 6 g de ácido acético al 30% -

y calentando se disuelven en lUl8 cantidad tal de agua que resulten ---

65 g de soluci6n. De igual modo· se disuelven 30 g de acetato de - -

cinc COD 3 g de ácido acético al 30% y agua hasta 65 g. Se mezclan -

a contlnuaci&i ambas soluciones, se filtra despu!s de 24 horas y se 

CODserva en lll frasco de polietileno. 
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Solución de lavado : 

Alcohol al 96% saturado con acetato de uranilo cíncico-sódico. 

Recuperación del acetato de uranilo : Se remiirln los pl'ecipitados de 

de valorar el sodio; a partir de los fikrados se precipitan las caotid.!_ 

des restantes del reactivo con exceso de solución de NaCl. Se disualve 

el material así obtenido en HCl diluído, se evapora hasta desecaci&. en 

mia cápsula de porcelana y se elimina la mayor parte del cinc en forma 

de cloruro de cinc, por sublimaci6n, a 600ºC. 

El residuo obscuro se disuelve en ácido m1:rico y se pzecipita con amo -

níaco, -este proceso se repite, se procede luago amia doble disolución 

y precipitación en leido acético al 3~ y amonf'aco. El precipitado fi -

nal obtenido se disuelve en la cantidad estrictamente necesaria de ácido 

acético y la solución se concentra fuattemente al vacío; de este modo --. 

cristaliza la mayor parte del acetato de uranilo. La solución madre que 

queda se emplea en las nuevas determinaciones. Se puede tambi!n eva -

porar hasta desecación teta! y emplear el residuo sin mAs como mate -

rial de partida para la pl'ecipitación de nuevo reactivo de pl'ecipitación. 

Determinación de pa:asio y sodio, por fctometrí'a de llama. 

a). Se incineran en la mufla del modo ya descrito, 2 g de heno o las C8J!.. 

tidades correspondientes de ctro material anah1:ico; las cenizas se disuel -

ven en un poco de agua, más de 5 ml de leido clorhi'drico concentrado y se 

afora en un matraz aforado de 100 ml. Esta solucién se mide en m feto -
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metro de llama, para lo cual se valora la medición del galvanómetro -

con ayuda de 1.D1a curva patrón. 

Trazado de la curva patrón. 

En un matraz de 100 ml se ponen O. 9534 g de cloruro de potasio ( para 

análisis) más 5 ml de Acido clorhídrico concentrado y se afora con a­

gua. Un mililitro de esta solución standard contiene 5 mg.de pctasio. 

Se prepara lDla serie de matraces de 100 m1 con 1, 3, 5, 7, 10, 12 y 

15 m1 de la solución standard y en cada caso con 2 m1 de ácido clorbf. 

drlco 6 N aforando con agua; se mezclan bien y se determina el giro -

( o desviación) del galvanómetro en el fttómetro de llama, con lDla -­

longitud de onda de 767 milimicras o empleando lDl filtro correspondie1!_ 

te. 

b). Determinación de pctasio y sodio. 

Se incineran del modo descrito anteriormente en : a)' 2 gr de heno o -

la cantidad correspc:ndiente de ttro material anah1:ico y las cenizas se 

disuelven en ácido clorhídrico. La solución se trata en un vaso de -­

precipitados de 250 m1 con 20 m1 de agua y 5 m1 de solución al 20% -

de acetato de amonio, se calienta hasta ebullicioo y se deja reposar -

dos horas a temperatura ambiente. 

A continuaci6n se filtra a través de un filtro duro libre de cenizas, en 

matraz aforado de 100 m1 se lava cuidadosamente el vaso y el ~dpi_ 

tado con 10 ml en tttal de solución diluida de oxalato de amonio. 
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( Dos partes de solución saturada e~ 100 partes de agua ), se aiiaden 

al matraz 5 ml de ácido clorhídrico 6N y se afora. Despms de hom<L 

geneizar cuidadosamente se determina la desviación galvanom&:rica­

en el fttómetro de llama, para el pa:asio como en a ) y para el sodio 

con una longitud de onda de 598 mi.limicras o el filtro correE¡pondien­

te; 

El contenido en sodio se determina mediante comparaci6n con curva -

patrón, que se prepara con soluciones de contenido conocido de pa:a­

sio y sodio. 

Ademb de la solución standard de pttasio que figura en a ) se cti.liza 

lllla solución standard de sodio de la siguiente composicioo : 

0.5084 g de cloruro de sodio se disuelven en agua en llll matraz aforl!,_ 

do de 1. 000 ml y se completa hasta aforar 1 ml de esta solución stan­

dard contiene 0.2 mg de sodio. 

Las desviaciones galvanom~ricas·obtenidas para el sodio son influe1!,_ 

ciadas por el cmtenido variable de pttasio en la solución analítica - -

( por lo menos en las mediciones en el espectrofa:6metro ) con lUla -

fuerte reducción de las longitudes de onda medidas;· La infl.tenda es 

todavía mis fuerte ltilizando :fttómetros ordinarios que ~rmiten el­

paso de lUla gama mayor de longitudes de onda. 

Deben prepararse, por tanto, una serie de curvas patrones con solu­

ciones. de contenido variable de pa:asio y sodio. Para ello se necesi -

tan ocho series de cada lllla de ellas en cuatro matraces aforados, --
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de 100 ml ( en teta!, por tanto, 32 matraces ) . Cada. cuatro matra -

ces sirven para la determinación de una curva patrón. A continua -

cim a cada uno de los cuatro primeros matraces se afiaden por el si_ 

guiente orden : 

1 ml de soluci6n standard de pttasio, 5 ml de solución saturada de -

oxalato de amonio, 5 mi. de solución de acetato de amODio al 20%, - -

10 ml de soluci6n diluída de oxalato de amonio y 5 ml de Jcido clor­

hídrico 6N. En el primero de los matraces se añaden d~spu!s - - -

0.5 ml en el 2 afora 3.0: en el 3 6:0 y en el 4 10.0 mi de soluci6n -

standanl de sodio. Se afora con agua, se mezcla bien y se det~ -

na la desviaci6n galvanom&rica; para el sodio en el fttómetro de -­

llama empleando una longitud de onda 589 milimicras o el filtro co -

rxespondiente; 

Esta serie de mediciones proporciona la primera curva patrlin. Se­

trazan ttras curvas patrón para las cantidades anteriormente dadas 

de soluci6n standard de sodio ( 0.5; 3,0; 6.0 y 10:'0 ml ),cai cuatro 

matraces cada vez, que contengan 2 ml; 3 mi; 4 ml; 5 ml; 6 ml; 7 ml y 

8 m1 de la solucioo standard de pttasio. 

Partiendo de 2 g de material anah1:ico, las cantidades ttilizadas de -

pa:asio corxespaiden a una ~raci6n de o. 5%; 1%; 1. 5%; 2% ; - -

2.5%; 3%; 3;5% y 4% de pctasio, en el alimento. Puede, por lQ tanto, 
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decidirse tras las determinaciones del pc:xa~io, que curva patr~ debe 

tornarse para la lectura del contenido en scx:lio;· 

7. Determinaciái del cloro en forrajes. 

El contenido en cloro de forrajes puede oscilar entre 1 y 50 g en - - -

1. 000 g de sustancia seca; La pesada del matenal anah'l:ico, dese~ 

do al aire y finamente tnturado, oscila entre 20 y 30 g en sustancias 

pobres de cloro ( granos de cereales y pajas ), de 5-10 gen maten'!,_ 

les de un contenido medio en cloro ( buen heno de prado,:bierva ver­

de, etc. ), y de 1-3 g para materiales neos en cloro ( hojas de remQ_ 

lacha azucarera, hoja de remolacha forrajera, harinas de pescados'!,_ 

ladas, leche desecada ). 

La muestra pesada se mezcla en el mortero con un exceso d~ carbQ_ 

nato de sodio libre de agua, se pasa cuantitativame~e a un crisol de 

platino o niquel y se recubre con tma capa de carbonato de scx:lio pu­

ro. Se calcina completamente en la mufla a 550-660ºC. El cmteni -

do del crisol se arrastra coo agua a un vaso de precipitados, se añ'!,_ 

de tal cantidad de agua que todos los componentes solubles queden -

bien disueltos y se neutraliza con ácido m"tnco al 25% • En la solu 

ción así obtenida se determina a continuación el cloro mediante tit'!_ 

!ación con nitrato de plata. y sulfocianuro de amonio seg(in 

el método de Volhard. 
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1 ml de la solución N correspoode a 0.003546 g de CI: 
8. Azufre. 

El azufre se presenta en los forrajes en diversas formas; unas veces 

como sulfato inorg§.nico, etras veces en unimes orgánicas en cuyo -

caso pcxlemos encontrar diferentes posibilidades. La mayor parte -

del azufre en ~nna o:rg4nf.ca se encuentra en la prcteína:' Esta ,for­

ma predomina de tal manera que puede coosiderarse como azufre pro 

teico la diferencia entre el azufre teta! y el azufre en forma de sulfato. 

La determinacioo del azufre en forma de sulfato es muy sencil:la~ Se 

realiza según la fonna cibica en m eJCtracto acuoso de dos forrajes 

tras precipitacioo de las prcteihcas por transformacioo de sulfato de 

bario. Por el cootratio la tkerminacioo de azufre tttal es dificil por 

que se hace necesario m ataque muy intenso para transformar el az'.!. 

fre orgAni.co en una fonna unitaria facilmente analizada. Para ello -

se emplean tanto el ataque oxidante como el reductor. La determinl!_ 

ción del azufre teta! por reducción a sulfuro es la mejor, e·s decir, -

la forma mls rápida y exacta, siendo necesario mucho material por 

lo tanto resultando incosteable. 
' 
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V. ANALISIS ESPECIALES DE Mil' ALES PESADOS. 

La significación de éstos elementos minerales, que se presentan en 

concentraciones relativamente escasas, es cada día más sobresaliel!_ 

te, habida cuenta de su significación biológica y de su modo de acci&t 

en el organismo vivo. Un anilisis de los metales pesados en forra 

jes solo es de interés cuando se presentan enfermedades carencia -

les que pueden prevenirse o curarse mediante una alimentación ad~ 

cuada. En los anilisis ordinarlos, generahnente, solo se determi­

nan algtmo de los numerosos elementos posibles dada su significa -

ción biólogica específica. Los anAJ.isis más frecuentemente necesl!_ 

rios son los de hierro, manganeso, cobre, cobalto, en t_anto que el 

problema de la determinación de zinc, yodo y molibdeno solo se pre_ 

senta ne casos aislados. La concentración de los citados elementos 

es muy variable y los métodos de su determinación de muy diversa­

sensibilidad. Para la determinaci'Ón analll:ica exa:cta del cobaJto, que 

se encuentra en muy pequefl.a concentración, es preciso tratar 111a 

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 interés que generalmente existe por la determinación conj111 -

ta de cobre y cobaJto describiremos lila marcha analítica con la que­

puedan analizarse todos ellos paralelamente. 
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La pesada tttal del producto problema se hace en relación coo el Co, 

por que es el elemento que se presenta en la concentracioo mis baja~ 

Si se quiere determinar únicamente Fe o Mn se opera del mismo mQ._ 

do pero cantidades más pequeñas del producto. Este extremo se ind!_ 

cazi en particular, para cada uno de los m6todos que a cootinuación­

se describen. En cada caso coocreto es cmveniente cmocer ( con -

ayuda de las tablas correspondientes ) las concentracimes de elemel!. 

tos que existen. en un forraje, para que, en funci6n de ello, podamos 

determinar la cantidad de producto a ldl.izar. 

Todos los reactivos usados en la determinaci6n de los eiementos -

deben ser absolttamente puros. El agua ( y en caso necesario el ád 

do nítrico y el ammiáco) será recientemente destilada • Todos los­

reclpientes e instrumentos de porcelana y vidrio deben limpiarse con 

leido m1:rico caliente y agua. 

Determinación de Fe, Mn1 Cu y Co • 

Incineración del producto y preparación de la solución de cenizas : 

Una cmtidad apropiada del producto finamente molido y desecado al -

aire ( para heno por ejemplo, 50 g ) se calcina en una cipsula de poi: 

celana, cuarzo o.¡platino a 500°9 en la mufla. Las cenizas se humedC:_ 

cen con agua y con 15 ml de HCl ·al 2~ y se calientan en baño de agua 

hasta disolución completa. 

Cuando se forman grandes cantidades de residuo insoluble en ácido, 

lo mls correscto es filtrar este residuo y lavarlo cuantitativamente. 
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El filtrado y el agua de lavado se deben concentrar al baño maña --
, 

hasta qii, se pueda pasar la solución a un matraz aforado de 50 ml. 

1. Detenninaci6n del Hierro. 

a). Caso de.qii, el productotenga l.lll contenido elevado en Fe. 

Del matraz aforado de 50 ml qii, contiene la solución de cenizas pre_ 

paradas por el m&odo descrito, se toman 2 ml y se diluyen, al)l'OX! 

madamente con 10 ml de agua,'en un matraz aforado de 25 ml. En 

caso de qii, 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 según las instrucciones y se arrastran, con --

10 ml de agua en teta!, al matraz aforado de 25 ml. Se tratan con -

unas ga:as de agua oxigenada al 3~, se hierve durante llllOS min~os, 

se·deja enfriar a temperatura ambiente, se aiiaden 2.5 ml de Hq 001,!. 

centrado y 2.5 ml de solucioo de sulfocianuro de amonio al 10%, se 

afora y se agita cuidado1;1amente ;· 

La colorad6n rojo obtenida se mide en el fct&netro cm luz de longi_ 

tu d de onda de 250 mili micras y se calcula la cmcentradoo cm --

ayuda de una curva patrón. Para obtener los-va.lo:res de la curva P!.. 

troo. se prepara, por pesada rigurosa, una·solución de cloruro :l!rr!_ 

co HCJ. 2 N, que contenga 1 mg de Fe por ml, a partir de esta solu,;, 

dón base se preparan las soluciones standard mediante dilucci6n -­

con HC12N. 
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b). Caso de que el producto cmteñga muy poco Fe. 

Hay que ~parar compÍetamente de la solución de cenims el.ácido - -

clorlúdrico y el silícico. La solución clorhídrica de cenims, proce­

dente de 5 g del producto a analizar, se calienta cuidadosamente cm 

5 ml de ácido sulffirico al 25% en baiio de arena, en una cápsula de -

porcelana o cuarzo, hasta la aparicioo. de vapores sulf'uricos. Se re_ 

coge el residuo cul.dadosamente, una vez que ha sido enfriado en a -

gua, se pasa a un matraz aforado de 25 ml, se lava y se afora el filtrl!_ 

do con agua. 

Se toma 1 ml de la solución obtenida ( qte correspcmde a 0.2 g de pr<!_ 

dueto), se pasa.a un matraz aforado de 25 ml y se neixralim ccn hi -

dróxido de sodio 2N, empleando fenol taleina como indicador. Se a -

1 
fiaden 2 ml de una solución de Ad.do sulfuroso al 5-6% y a continua --

cioo. 1 ml de a:ra solución de 1 g de dipiridil en 100 ml de HCI lON; 

se agita, se afora con agua, se agita de nuevo y se deja reposar una­

hora. Despu!s se mide la coloraci6n roja en el espectrofttómetro -­

con luz de longitud de onda de 490 milimicras. La valorad6n se rel!_ 

liza con ayuda de una curva patrón, que se tra7.a con una solución - -

standard, para lo cual se diluyen hasta g de sulfato ferroso-

de amonio para análisis en H2so4 lN, 1 ml de esta solucilm _contiene 

0.1 mg de Fe. 
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Se diluye sucesivamente y se coostruye la curva patr6n con cantida -

des qt.e oscilan entre 0.025 mg y 0.1 mg de Fe. 

2~ Determinaci6n del Manganeso. 

a). En alimentos de origen vegetal. 

Según el contenido en Mn se precisan para lllla determinación 2-5 g -

de sustancia problema. De la solución de cenizas ya preparada para 

determinar minerales se toma con tma pi.peta la cantidad correspon -

diente, o bien, en casos es~ciales, se calcina de 2-3 g de sustancia 

en un crisol de porcelana o en tma cApsula de calcinacién. Se añaden 

a la solucién o a las cenizas bntas 2 ml de Acido fosf6rico concentra 

do y se calienta en baño de aire o en tm hornillo eléctrico hasta ellm!_ 

nación tttal de HCI. 

~ existen grandes cantidades de cenizas insolubles en ácido ( arena -

y arcilla), es conveniente realizar otro tratamiento. Las cenizas -­

bntas se calientan en baño maría con tm poco de agua y 2 ml de Aci -

do fosfórico concentrado, desplés se filtran cwmtitativamente a tra­

ves de un peqt.eño filtro libre de cenizas. 

El :ñkrado y el agua de lavado se calientan al vapor en tma clpsula -

de porcelana , hasta evaporaciát tttal del agua y seguido se calent!.. 

rl, como se ha descrito anteriormente, hasta eliminación tttal de -

HCl. 
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El ·residuo as! obtenido se diluye en 111a pequeña cantidad de agua, -

se arrastra a 111 matraz aforado de 25 ml y se añade 1 ml de solu -

ción de nitrato de plata al 5% y 2 g de pérsulfato de pttasio. A con -

tinuad.6n se calienta durante 30 mini.tos a baflo marí'a y des~s de -

dejar enfriar a temperatura ambiente, se afora y se mide la intensi_ 

dad de color del permanganato formado. En caso de que la solucioo 

no est~ del todo clara se centrífuga brevemente en un tubo limpio y 

seco, \tilizando inmediatamente la soluciOµ clarificada para la de -

terminaci6n calorimétrica o fttomé:rica. 

La medici6n se realiza a la longitud de onda de 530 milimi91"as. 

La valoraci.&i de las mediciones se hace coo. ayuda de una curva pa­

tr6n, que se obtiene tratando una cantidad exactamente medida des~ 

luclál standard.de sulfato de manganeso, de la misma manera que -

se hizo para el anllisis. 

La \tilizaci6n del permanganato pttásico no es aconsejable. 

Preparad.fin de la soluci6n standard; 

Se deseca cuidadosameme a 200-250°0 sulfato de manganeso puro -

hasta peso coostante. Despm!s se disuelven en agua destilada, del!.. 

tro de un matraz aforado de 1.000 ml, 0.2749 g de la sal y se afora. 

1 m1 de esta soluci6n standard c-ontiene 0.1 mg de manganeso. 

b). En alimentos de origen animal. 

El manganeso se encuentra en el organismo animal en cantidades ml!_ 

cho mis pequeñas que en los vegetales; Para anAlisis es necesario -
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cantidades mucho mayores del producto a fin de cttener la cantidad -

de O.OS mg de manganeso que es necesario para tma detenninación; 

Ademb la marcha anallti.ca debe modificarse ligeramente. Es ne -

cesarlo limpiar cuidadosamente todo el instrumental con HCl diltñdo 

( 1: 4) caliente y despu!s aclarar con agua pura destilada. 

25 g de. la sustancia a analizar desecada al ai:te y finamente triturada 

( 50 g en caso de material muy pobre en manganeso ), se calcinan en 

ima cápsula de porcelana a 550-600ºC. Las cenizas se calientan - -

25 mim.tos a bafio mana con 25 ml de leido fosffiri.co concentrado -

( D=l.70) analíticamente puro, y con 30 m1 de agua destilada. Deit 

pul!s de enfriar se filtra, a través de m filtro lo más pequei'io posi -

ble exento de cenizas, se pasa a 111 matraz aforado de 50 ml y se la­

va cuantitativamente evitando emplear cantidades excesivas de agua. 

Seguidamente se ai'iaden unos 0.3 g de peryodato de pttasio y se ca -

lienta el matraz 30 minutos a bai'io mana hirviendo hasta aparicioo­

completa del color del permanganato. 

Despu!s ~enfriarse afora y se mide la intensidad de color de la S(!. 

ludm colorim6tricamente, frente a muestras standard de contenido 

conocido en manganeso ( que fueron preparadas de i.a misma manera~ 

o fotom&:ricamente con luz de longitud de onda de 530 milimicras. 
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En el caso de cantidades muy grandes de cenizas, que en deternúna -

das circtn1stancias pueden dar lugar a precipitados salinos, al en -­

friar el extracto, se concentra la soluci6n obtenida hasta aproximad~ 

mente 20 m1 se.deja enfriar, se decanta el precipitado obtenido, se -

lava con pequeñas cantidades de agua y se trata de la manera anterio! 

mente descrita. 

3. Detenninaci6n de cobre. 

La solución de cenizas obtenidas a partir de 10 g del producto problema 

se mezcla bien, en \Dl embudo de separación de 150 ml, con 10 m1 de · 

agua más 1 m1 de tn1a solución saturada de Na3P04 más 4 ml de solu­

ci6n de citrato de sodio ( 500 g de citrato de sodio neutro en un litro­

de agua ) y algunas gctas de fenolftaleina. Se añaden ademb 4 ml de 

amooiáco ccncentrado, 1 m1 de tn1a solución de 1 g de dietilditiocar 

bamato sódico en 100 ml de lD18 solución de NaOH 100N y 15 m1 de -­

toluol, agitando vigorosamente durante varios mini.tos. A cootinua -

ci.ón se añaden 10 ml de NaOH · N, se agita cxra vez enérgicamente -­

durante 5 minti:os, se deja reposar cuidadosamente, se separa la so­

luci6n de toluol y se mide espectofctom&ricamente a 430 milimicra.s. 

Los valores para comparación se obtienen con lD18 soluci&t standar -

de sulfato de cobre. Se disolverA sulfato de cobre cristalizado en "" -

H2S04 N • La ccncentración de cobre se valora electrolíticamente 

y se prepara la solucioo seguidamente de manera que cootenga - - -
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0.1 mg de Cu por m1 ~ 

4. Determinación de Cobalto. 

Aproximadamente son necesarios para cada determinación de .10-20 

microgramos de cobalto ( 30 microgramos como máximo ). Se inci­

nera una cantidad adecuada _del producto a analizar según descrita ªI!.. 

teriormente, se diluye en HCI se lleva a un volumen 9e 50 ml. Se -­

mide exactamente la cantidad de solución correspondiente al conteni -

do en cobalto y se deposita en tm matraz Erlenmeyer de 250 rµl con -

tapón esmerilado, se añade 1 ml de Acido m"trico concentrado - - - -

( D=l.4) y la cantidad de agua necesaria para q~ el volumentctal -

sea de 5-75 ml . Después se calient:a hasta ebullición y se añaden -

inmediatamente al mismo tiempo que se agita suavemente, 10 m1 de 

solución alcalina caliente de citrato de sodio ( 500 g de citrato de so ~.... -
º':.',_.~ -. 

dio net.tro más 20 g de hidróxido de sodio disueltos en un littO--)y. --

30 ml de solución caliente de acetato de sodio ( 500 g de acetato de -

sodio cristalizado disueltos en un litro). Después de mezclar cuí~ 

dosamente se trata con 1 ml de ma soluciéo de - nitroso - I)aftol -

( 1 g de sustancia disuelta en 100 ml de leido acético gacial) y se de 

ja reposar 10 minltos. A continuación se añaden, agitando :fuette y 

constantemente, 20 ml de toluol y se deja enfriar. En este momento 

se pasa la soluci6n cuantitativamente a m embudo de·separación de -

200 ml, se agita mecanicamente durante cinco minli:os. Se dejan ~ 

parar las capas y se elimina la capa acuosa. A continuación se lavan 
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el tapoo y la pared del embudo separador con un poco de agua desti~ 

da. La solucioo de toluol se agita todavía dos veces más, una a cm -

tinuadm de ttra y cada vez durante cinco minttos, con 15 m1 de - -

NaOH 2 N, elimin ando despul!s la so~udoo de hid.roxido de sodio. 

La solución de toluol de color rojo pllido a rojo rubí se mide en el -

espectrofa:l>metro en una longitud de coda ·de 530 mili.micras y en ca 

pa de 5 cm de espesor. 

Es posible efectuar la determinación tal como se ha descrito, .cuando 

la p:r:eparaciái de la solución de cenizas se realiza de manera exactl!_ 

mente conocida, de tal modo que la concentración de 4cldo acético, -

tras la adicH5n de acetato de sodio sea, por lo menos, del 5%. Si -­

esto no es seguro, se añaden a la solucioo enfriada ligeramente des­

pués del calentamiento con Acido nítrico, 10 m1 de solucim de citra­

to de sodio alcalino y la cantidad necesaria de NaOH N, pata enro­

jecer justamente la fenol:ttaleína ( algtmas ga;as );' A contlnuacioo se 

acidifica con 5 m1 de iddo acético glacial, se calienta en baño de -

agua hasta ( 9<>°C ) se aftade 1 m1 de soluci.6n - nitroso - nd:ol y se 

procede seguidamente como se ha descr.i.to antep.ormente. 

Las medldas.fttom&licas se valoran por medio de una curva patrón, 

que se p:r:epara con tma solucim standard de cobalto_. En primer 11! 

gar se prepara tma solución madre de cobalto de cmcentración co­

nocida, para ello se de~adurante tma noche, o por lo menos dur8J!.. 

te 12 horas a 300°C sulfato de cobalto comercial que contiene agua-
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de cristalización ( CoS04 . 7H2 ), para obtener sulfato de cobálto -­

anhidro. Se deja enfriar en el desecador, sobre pentóxido de fósforo, 

se pesan O. 2629 g de sulfato de cooaJto anhidro, los cuales se llevan 

a Lm matraz aforado de 1.000 ml, aforando con ácido sulfúrico 2N 

1 ml de esta solución , medido con pipeta rigurosamente cootrastada 

y se diluye a tm litro en Lm matraz aforado 1 m1 de esta soluci6n cm -

tiene 1 g de cobalto. 

5 • .Detenninacil5n del Cinc. 

En· la actualidad el mejor procedimiento para detenninar el Zn en -

forrajes se basa en la reacciéa ccn ditizona ( ünilti~azona ). 

A causa de la extraordinaria sensibilidad de esta reaccil5n la fase fl -

nal del análisis se efectOa con cantidades de Zn ·muy pequeñas, gene..:, 

ralmente del orden de 0-0;'2 mg para cada detenninación. Se hace 

por tanto necesario, tm trabajo de gran precisi6n. Ademls, la dit!_ 

zona no es Lm reactivo específico del Zn, sino que forma comp1.estos 

ccn muchos ttros metales. En ccnsecuencia es necesario eliminar 

los elementos que puedan interferir, mediante una separaci.15n analf.. 

tica cuidadosamente preparada y realizada, o bien eliminarlos de -

alguna ttra manera, por ejemplo enmascarlndolas en forma de COI!!, 

piejos que no reaccicnen ya con la ditizona. Como en los casos ante_ 

riores, el an®.sis comenzad a parcir de la soluci6n cb:túdrica de -

cenizas, I.Ul8 vez calcinando el producto problema a 500°C. Las can 

115 



tidades ha utilizar dependen del contenido en Zn de la muestra ( en ~ 

so de heno aproximadamente O. 5-1 g de sustancia desecada al aire, -

o la cantidad correspodi ente de la soluci&t de cenizas ), ~sto que -

la ditizona y sus compuestos son sensibles a la luz, hay que evitar -­

que entre la luz diurna daide se realice el.análisis. Los reactivos ·· 

que cootienen ditizaul se deben caiservar en 1a d)sC1llidad y ambi8J!. 

te frío. 

Descripci&t del mé:odo: 

Se deposita la solución de cenizas en lD1 embudo de separaci&t ( gra­

duado de O a 100 ml ) y se acanpleta coo HCI lCN, hasta 20 ml se tr!_ 

ta a ca:tinuaci6n cm 12 m1 de una soluci&i de acetato de sodio N y 

5 ml de una solución al 10% de citrato de sodio, En este momento la 

soluci6n serien general debilmente leida ( pH 5-5.5 ). En el caso­

que la acidez sea mayor puede disminuirse acaidicionando solución 

de acetato de sodio, utilizando como indicador verde .de bromocresol; 

En este momento se ai'laden exactamente 2 ml de una· soluci&i al 25% 

de tiosulfato de sodio y 5 ml de una soluci&i de 50 mg de ditizona en 

1Dl litro de tetracloruro de carbono y se agita vigorosamente durante 

cinco min~os • Una vez sedimentada, se pasa la soluci&i de ditiZCL 

na a 1Dl segundo embudo de separación del mismo tipo, se agita otiá 

vez durante dos mini.tos coo solución de ditizma y se repite el proce_ 

so, ahora con solo 2 m1 cada vez de soluci&t de di.tizona, y tantas -­

veces como sea preciso hasta que la última solución de e:xtracción - -
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tenga exclusivamente el color nitido de la ditizooa~ A cootinuadón de 

cada separacilm se limpiar! el tubo de salida con 1 m1 de tetraclorü.­

ro de carbono. 

Las soluciones retmidas en el segundo embudo de separaci.6n se agl. -

tan :fl.ertemente, coo. 20 m1 cada vez de solución al O. 03% de sulfuro 

de sodio, preparado en el día; hasta que la solución de lavado perJll! 

nezca incolora;· Des~s de separar cuidadosamem;e, se filtra la S<l_ 

lución rojl de ditizaiato de Cinc a través de un ñltro pequeño libre de 

cenizas a lDl matraz aforado de 50 ml, se lava cai una pequeña can t!. 

dad de tetracloruro de carboo.o y se afora. Después de mezclar se -

mide en el especi:rof<Xmnetro en una l<llgitud de onda de 535 milimi -

eras. 

El cálculo se lleva a cabo cai la aytxla de una curva patréll que se - -

prepara de la sigui.ente manera : a partir de una solución de Zn que 

ccttiene 1 mg de Zn en un litro, se miden cantidades comprendidas­

entre O y 20 ml, que se completan hasta 20 m1 CCll HCl lN y se mani_ 

pulan de la misma manera que cuando se realiza el anAli.sis. Como -

base para preparar los standards se disolverAn inidalmem:e, en un 

matraz afarado de un litro, 0.4398 g de ZnS§>4 • 7H 2o en leido cl2_ 

rlúdrico N . Esta solución ccttiene 100 rng de doc. Se miden - -

10 m1 de la solución base para la preparadón de la soluci&l standard 

y se afara con HCl lON a m litro. 
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6. Detenninacl&l del Molibdeno. 

El molibdeno es 1Dl microutriente de las plantas forrajeras y tiene -

también cierta signi:ñcad.ón biológica en el metabolismo animal; La 

carencia de molibdeno debe, por tanto, ser reC<11ocida y corregida. 

Por ttra parte, 1Dl exceso de molibdeno en la radón resulta tóxico 

lo cual puede también ocurrir, en condiciones naturales, en suelos 

ricos en molibdeno. 

Descripdm. del método. 

La cantidad de molibdeno necesaria para realizar una detenninación 

debe oscilar entre O y 0.2 mg la cantidad correspondiente de sustan -

da a analizar desecada al aire ( por ejemplo, en el caso del heno de 

10-20 g ), ae calcina en una clpsula de porcelana a 500°C. Se llevan 

las cenizas a 1m vaso de precipltados de 250 ml se humedeten con 1Dl 

poco de agua .y· se añaden a C<lll:inuadón, cuidadosamente, 30 ml de­

HCl 5N y 20 ml de agua. Se cubre el vaso de pxecipitados con un vi -

drio de reloj, se hierve 1mos cinco mim.tos y se filtra inmediatam~ 

te a 1m matraz aforado de 100 ml, lavando con agua caliente; se deja 

enfriar, se afora y mezcla cuidadosamente. 

En 1m embudo de separad&. de 150 ml, se depositan exac:t~nte -

50 m1 de esta solucioo. y se mezclan con 10 ml de una soluci&i al --

5% de sulfocianuro de pttasio. Se trata además coo 2 ml de 1ma so­

ludm al 10% de cloruro estannóso ( &iCI2;2H20) en HCI 2N y se -
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compruaba si adicicnando mis, gcxa a gcxa, no sobreviene ningún~ 

ramiento posterior. Se agita bien la mezcla durante m minu:o y se -

añaden 25 ml de &er puro. 

Se extrae ahora durante 111 mintto aproximadamente ccn Eter, evitmt 

do 1Dl8 agitación intensa: En caso de formación de emulsiones que d!_ 

:ficuJtan b separad.&. se añaden unas gcxas de alcoool etílico. Se se­

paran las capas cuidadosamente, se recoje 1:a soluci.6n et!rea ( de CC!_ 

lor rojo naranja a causa del sulfocianuro de molibdeno) .en 111 tubo P!. 

ra colorimetría que estA calibrado a 25 ml, se afora cm &er y se -

mezcla. Se mide en el espectofctómetro a una lcngitud de onda de --

470 milimicras, teniendo en cuenta que la lectura debe realizarse, -

10 mint:tos despms de la adici6n de la solución_de cloruro estaneso: 

El cllculo se efectúa con la ayuda de una curva patrón, para cuya P!z 

paración se emplean cantidades que oscilan entre O y 20 m1 de una s2 

lucim que ccmtenga 1 mg de molibdeno por litro;' Se añaden 15 ml de 

HCl 5N y 1 ml de una soluci&i de cloruro i'&rico o;-02 mg. Se afora 

con agua a 50 ml y se opera de la misma manera que para la mueetra 

prd>lema. 

Para la obtendoo de los etandal'ds se diluyen 0.1490 g de M0o 3 cm 

algmos mililitros de hidr6xi.do de sodio ( 2N ) se lleva la solucioo ,.a 

un matraz aforado de 111 litro, se acidula cm HCl diluido ( 2 N ) y se 

afora con agua. En esta solución se hallan contenidos 100 mg de mQ,_ 
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libdeno. 

Se toman 10 m1 de esta soluc16n base a 1Dl· matraz aforado de m litro -

y se afora con agua. Esta soluc16n cmtiene 1 mg de molibdeno por -

litro. 

7. Deterininad6o del Ycxlo. 

El conten1.do en yodo de forrajes 4epende fundamentalmente de las COI!. 

dici.ones del medio ambiente, sob:re texto del cattenldo en yodo del s1.11:.. 

lo, del agua y del aire: Existe por lo tanto una gran diferencia en C1J8!!. 

to al contenido en ycxto de las plantas alimenticias de zonas mOlll:año -

sas par ejemplo, y el de aquellos forrajes que han sido cuJtivados 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 -

ras principal radica en determinar posibles carencias de yodo en la -

alimentación para corregirlas, en el caso de los productos ricos en -

ycxto con frecuencia se trata de evitar m exceso de este elemento no 

recomendable :6.sio16glcamente, puesto que el interés principal radica 

en prevenir sd>re todo en los ter.renos m~añosos, el métcxto anah't!_ 

co que a cootinuaci6n :f1gura se refiere a la mlcrodeterminaci6n del -

yodo ccmo elemento vestigial. Las cantidades de yodo a investigar -

scm tan ¡equeftas ( del orden de O; 01 -o. 02 mg por cada determina - -

ci6n ), que scm extra~amente dift'ciles de· apreciar con exact!_ 

tm~ Se precisa una t6cnica analítica larga y engorrosa a cuyas ind!_ 
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caciones hay que atenerse extrictamente, po.rque el yodo y los compue!_ 

tos de· yodo pueden ser muy volátiles. 

El mejor método existente hasta ahora para la .determinad& de peq11:., 

ftas cantidades de yodo en sustancias biol6gicas se basa en o:xidaci&i -

completa de la sustancia orglnica con Ad.do cr&nico-áddo sul:fGrico 

( por vía húmeda ), con lo cual el yodo pasa cuantitativamente a leido 

yódico. Este rutlmo se reduce después a yodo elemental, por medio -

de una solución alcalina de leido arsenioso, en 1Dl aparato especial -

y se arrastra de la mezcla orinal mediante destilación en comente -

de vapor de agua. El yodo recogido de esta manera se determina de!_ 

pms por t ituladón con tiosulfato. 

Descripción del método. 

Según el contenido en yodo, se pesan de 5 a 10 g del producto a anal!. 

zar desecando al aire y finamente molido, en lll matraz con cuello dQ._ 

ble, provisto de 1Dl embudo de gttas· de juntas esmeriladas y 1Dl refr!. 

gerance de reflujo esmerilado. 

Como catalizador de la oxi.dacién se deposita en el matraz 0.5 g de -­

sulfato de cerio y una soluci6n saturada en frío de trióxi.do de cromo 

en agua, inicialmente aftadida ga:a a ga:a. Al cc:mienzo del anllisis­

y debido a la vtolencia de la reaccioo., se ha de operar con mhlmas 

precauciones; m4s tarde se puede ·aftadir e~ oxidante m.ls aprisa; 

En tttal se necesitan alrededor de 80 ml de solución de trióxido de -
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cromo;· La temperatura s61 o debe alcanzar m grado tal qm el yapor 

del° agUa p:rodud.do pueda cmdensarse facilmeate en el refrigerante -

~1~0: 

· Se aftaden en este momeni;o por el embmo de gttas,. 30 ml de f½SO 4 

al 1~ y seguidamente, agitandQ de vez en cuando, 250 ml_de H2S04 , 

primerameme ga:a a ~a y despt11s, cuando la ~dad de la ~ 

cié>n disminuye, más de prisa. Debe existir m exceso de trióxido -

de cremo qm, ~ causa de su difícil solubilidad-en el ~ddo sulfm'ico 

CCl10eDtrado; · aparece el final en el dep()sfto del fondo o en forma de 

espuma en la superficie. La duraci6n tcxal de la oxldacUn. es de unas 

En e8';e momento se quita el. :iefrigerante y se coloca el matraz du:ral!. 

te clnco horas en m baflo de agua a ebullic16n iatensa. Seguidameate 

se calienta sobre 1m embldo y a reflujo manteniendo la ebullici& du­

rante 30 minltos • El calor de. la solueión se toma despu!s verde - -

!implo. Se :tetara nmvamente el refrigerante y, se observa atentamel!. 

te, se calienta el cxttenldo del matraz .el tiempo necesario para 41.e -

aparezcan humos blancos de so3• Hay qt.e evitar 1.11 calentamiento -

demasiado largo para qm no se libere óxido-de cromo; 

Se deja enfrl~ el contenido del matraz y se diluye con 100 ml de a· -

gua; desptl1s ée :lija el matraz al dispositivo de destilJlción, en el -

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

I.Ja disposición del aparato consta de las sigui.entes.pattes: l. Un m!._ 

tiaz de fondo Iedonde de dos litros, para la ¡n,xlucd.ón de vapor de !. 

gua, 2: Un dispositivo de dest1lación, con e~mo de gttas· soldado 

y tubo de seguridad. 3. Pieza intermedia esmerilada para colocar -­

:en el matraz de ataque con embllio de gttas soldado y aplique de des.­

tilacioo ajustado con tres bolas colectaras ordenadas vel'ticalmente. 

4. Tubo de destilad.& coo refrigerante para la cmdensacl&i del des 

tilado: · 5. Tres matraces colectare~ como red.piem:es de absorci&i 

del yodo destilado;· 6; Regulador de vacío de mercurío para c~l 

· de la trompa de agua. Las pattes. principales del aparato e~ln uni­

das entre sí inediante j1mstas esmeriladas con arreglo a las normas 

industriales. 

Antes de colocar el matraz de. ataque se calienta el agua hasta ebuJli 
. -

d.&i para el arrastre con vapor: En el primer matraz colector se 

deposita 1·m1 de solucl&i al 16% de.carbooato de pa:asio - 20 ml de 

agua; en el segundo 0.3 m1 de solúcl& de carbcmato de pttasio -10 

ml de agua y en el tercero 5 ml de agua. Una vez mcttado tCXahneJ!.. 

te el aparato se hace fund.ooar la t:nmpa ~ agua y se comlenza el -

arrastre al vapor. A consecuencia del descenso de presim y .del e!,_ 

1or que el vapor de agua Je com1mica, comienza a hervir el cm:enldo 

del matraz de ataque. Inmediatamente despu8s se dejan gttear lent!,. 

mente 70 ml de solución. reductora. ~n ta:al se recogerh en los IIl!, 
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traces colectmes 150-200 mi aproximadamente.. Se termina la dest!. 

lad6n y se retlrail los matraces colectmes del aparato mientras es­

tl todavía fundooando la trompa de agua. En una clpsula de 50 mi se 

van evaporando hasta desecaci6n las distintas porciones de los destil!, 

dos de los matraces colectmes. El residuo obtenido se hmnedece con 

dos gttas de agua y se mezcla durante algunos min~()S cm 15 mi de -

alcohol del 96% • 

La emacct&t cm alcchol se repite todavía dos ~ces mis;· Los ex -

tractos se evaporan hasta desecaci6n en el baño de agua, el residuo 

sé disuelve en \DlOS cuantos mi de agua y se lleva cuantitativamente 

a \Dl niatraz Erlemneyer de 25 mi. 

Se aiiaden unas gens de solucim de anaranjado de metilo ( 0.1% ), -

H2S042N, primero g<1a ~ gtta hasta neu:ralización, después dos gQ_ 

tas mis y finalmente cinco gttas de agua saturada de bromo; El COI!. 

tenido del matraz bien mezclado se conci,ntra hasta 1-1. 5 mi por ca 
. -

lentamiento culdadoso a llama débil. Se dejaenfriar, se aftaden \DlOS 

granitos de yoduro de pctasio y 2 mi de una· solucl& de ahnidlln al -

0.3%, se titula inmediatamente cm ima micrd>ureta ( 1 mi de caJ:li!.. 

ciclad y divisiones de 0:001 mi), con tiosulfato s6dico som, hasta 

desaparici6n de la coloraci6n azu1; La soluci6n de tiosul:fato se P1!. 

pararl en el día, a pal'tir de una soluci6n ION y su actividac:l se dete~ 

mina mediante titulad& con una ·soluciát standal'd de yodo, que con­

tenga exactamente 0.02 mg de yodo y que se tratad de la misma~ 
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nera que la soluci.&. del :residuo de destilaci~ del anUisis pro¡ia -

mente dicho. 

Preparact6n de la solución standard. 

En tm matraz aforado de un litro se colocan 0!'1308 g de yoduro de -

pctasio con 2 ml de la solucioo. de carbmato de pctasio al 16% y se 

afora cm agua destilada a pal'tir de agua alcalinizada. Para la vs12, 

raci.6n de la soluci6n 500N de tiosulfato, se miden 10 .ml de esta so­

luci6n y se llevan a un volumen de 100 ml en un matraz aforado~ 

Un ml de esta soluci.oo. standard contiene 0~01 mg de yodo. 
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CONCLUCIONES. 

En este trabajo estln expuestos los m6todos más recientes -

en investigaci6n química agropecuaria, en su mayoría son -

rlpldos y altamente sensibles, sólo que para la reali~ál -

de !stos es necesario tener prlctica, así como conoci.mien -

tos de los instrumentos empleados, el manejo de sustancias 

y reactivos, 

Cuantitativa y cualitativamente htos m&odos son los mejores 

seguros y exactos ya que por ejemplo el ese.eso de los meta -

les inorglnicos en los forrajes podría ser fatal para cualquier 

ser vi viente. 

Los m&odos presentados son los que se emplean rminaria -­

mente en diversos países principalmente en Europa y Estados 

Unidos por laboratorios analíticos químicos. 

Los países que aporcan la mejor importación científica son A­

lemania, _Holanda, Suiza, Noruega, Estados Unidos y Austria, 

!stos llevan el avance mtmdial agropecuario con razas de gall!. 

do vactmo productivo y finos como los son : CHAROLAIS - ., -

HOLSI'EIN, MAVERICK, ROCKEFORD etc. 

La importancia del desarrollo de t!cnicas nuevas para el anl -

lisis de forraje radica prindpalmente en el mejoramiento del -
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desarrollo de animales de inter!s comerciales. 

Aquí se describen dichos mEtodos con el fín de recopilar las -­

ntEvas metodologías desarrolladas as! como para despertar el 

inter!s del desarrollo de ntEvas tEcnicas, y la_incorporacloo -

de dichas ~cn1cas a los mEtodos rutinarios en el anAlisis de fo 
. -

rrajes, 
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