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BESUMEN DE LA TESISt "™ Algunas consideraciones referentes al méto-
do analfitico de cromatografia sobre papel

aplicado a los lones calclio, estroncio y bario ® § presentada por

Horaclo Victor Dragonetti para optar al titulo de Doctor en Quimica.

El trabajo cuyo titulo se menciona se divide en dos partes:
en la primera se hacen algunas consideraciones generales de la croma-
tografia y en especial la que se usa como soporte al papel de filtro,
incluyendo algunas definiciones, descripcién de distintas técnicas
y aparatos.

La parte sxperimental comprende a la segunda parte de es-
ta tesis: en ella se estudian y discuten los resultados obtenidos
en los distintos puntos en que se dividié su estudio, a saber:

1) Tratamiento quimico de las tiras de papel de filtro.
2) Comportamiento de la solucién con las variaciones de pH.

3) Estudio de las concentraciones éptimas ( miximas y minimas de di-
chos iones; cuyo reconocimiento se haré con el rodisonato de so-
dio para el bario y estroncio y la morina para el caleclo.

4) Interferencias principales.

Finalmente se resumen dichos resultados en las siguientes

conclusiones:

1) a- 8Se comprueba el comportamiento de diversos papeles, encon-
trédndose en particular que el papel de filtro comfin no se

adapta para este tipo de separaciones.
ha aal-REP Y * VKr



2)

3)

4)

5)

6)

......

b~ No ss observan diferencias segfin se use el papel en sus dos
direcciones fundamentalss.

S8e estudia el comportamiento de las tiras de papel al tratarss
con diversas sustancias quimicas, encontréndose que hay varia-
ciones en lo que se refiere a la migrasién y a la separacidn,
que cuando se utilisan sin tratamiente quimico previo.

8e¢ estudian las variaciones de pH en la solucidn ensayo, tole~

rables para una buena separacién cromatogréifica.

8¢ encuentran dificultades en el uso de la alizarina, como reac-
tivo para el calcioj propeni‘ndoso la morina como sustitute.

8e estudian las concentraciones méximas y mfnimas permisibles
por esté técnica para los ilones considerados.

8e observa la aceidén de algunes iones como interferencias.

Este trabajo se documenta con 29 citas bibliogréficas y com=
prende 30 péginas.

Buenos Airoa, Mayo de 1963
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la prosecucién de la verdad, embriagadora
Eér su dinamismo, es con frecuencia desi=-

usionante; se cree captar una forma esta-
ble y entre las manos del eientifico no
queda mfs que una sombra fugitiva y casl
evanescente,

Lo que constituye en todo easo la grande~
za de la clencia y la nobleza del cienti-
fico es precisamente, la sumisidn a los
hechos tales como no es dado gonocerloss
siempre en primera aproximacién, jamfs
definitivamente.

Remy Collin
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En un trabajJo que firman Arden, Burstall, Davies,

Lewis y Linstead se anuncia la separacién de varios cationes por la

técnica de la cromatograffa sobre papels entre esos cationes figura-
ban los componentes de la triada Ca-Sr-Baj por lo que se puede leer,
dicho trabajo parece constitulr solamente una nota previa en la que

se menciona nada més que el eluyente mis apropiado para las distin-

tas separaciones, ademis de los reactivos para poner en evidencia

a los cationes.

En 1960, los mismos autores hacen otra publicacidén (1)
en la que completan y amplian el primer trabajo (2); sin embargo re-
firiéndose a los tres cationes mencionados solamente dicen lo si-
gulente:

* Logs metales estén presentes como eloruros y el solven-
te usado es piridina que contiene 20 £ (v/v) de agua y 1 £ (p/v) de
sulfocianuro de potasio.

El uso de solventes so0los o que contengan agua o fcido
no es efectivo con los cloruros o los nitratos. Mlentras que el
solvente indicado més arriba resulté ser el mejor. La extraccién
dura alrededor de seis horas y alcanza una longitud de veinte (20)
centimetros.

La atmésfera en el cilindro estd gsaturada con piridina
¥ la humedad relativa debe de ester entre el 65 y 80 £. Para ello
gse coloca en el fondo del recipiente una golusién saturada de ni-
trato o cloruro de amonio.

En los dfas calurosos si la temperatura no se controla

hay una tendencia del bario a pasar delante del estroneio ",
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Las finicas diferencias que pueden anotarse entre el

primer trabajo y el segundo gont

ler. trabajo " solvente * piridinas fifs 4 ¥ de SCHNK
2do, trabajo " solvente " piridina més 20 £ de Hg0
més 1 £ de SCNK,

ler. trabajot no se hace mencién de control de tempe-
ratura ni humedad.

2do. trabajo: se tienen en cuenta esas dos variables.

Como en la primera publicacién se ilustraban con foto-
grafias los resultados obtenidos y la que reproducfa la separaeién
de los alcalino-terreos indicaba una buena demercacién entre los
tres elementos se trabajé en estos ensayos con el solvente primera-
mente mencionado por considerarlo més sencillo. El control de hu-
medad no se higo porque las separaclones eran buenas sin tener en
cuenta este factor.

Entendiendo que la separacién de dichos cationes por
medio de un oromatograma podria ser de utilidad dentro de las mar-
chas corrientes de la aﬁnlitica cualitativa, ya que evidentemente
gimplificaba la tdcnica operatoria en alto grado, permitiendo in-
cluso una mayor sensibilidad, se pensé en efectuar este trabajo te-
niendo por objeto estudiar en que forma influfan en la separacién
la aplicacién y modificacién de algunas variables qunxge menciona=~
ban en la bibliograffa consultada.

Antes de pasar a discutir la parte experimental pro-
plemente dicha, se hace referencia a una breve introduccién y des=-
cripeién general de técnicas por considerar que esta disposicién

del trabajo resulta de mayor utilidad para su lectura.



Atendlendo a la definicién de cromatografia dada por
Gordon, Martin y Synge (3) " Procedimiento de anflisis por perco-
lacién de un liguido a través de un material finamente dividido o
poroso, sin distineién de procesos fisicoquimicosg, que esonduce a
la separacién de sustancias "; la utilizacién del papel de filtro
como soporte entra dentro de dicha téecnica.

Aunque la cromatografia se inicia con los trabajos
del boténico ruso Miguel Tgwett en 1906 (4), la introduccién del
papel de filtro con aarfcter intensivo dentro de este tipo de tra-
bajos como procesc separativo recién se hace en el afio 1844 con
los trabajos de Consden, Gordon y Martin (5) y hay que hacer notar
sin embargo, que cronologicsmente corresponde a Schoembein (6) en
1861 la introducecién de esta variante dentro de la técnica aromato-
gréfica.

Actualmente el término " adsoreién cromatogréfica " no
s0lo se emplea para significar la separaeidn de sustancias colorea-
das y por el finico proceso fisicoquimico mencionados adsoreiénj si-
no que se aplica ampliamente a produstos ineoloros y se reconoce
por otra parte el cumplimiento de otros fendmenos, ademfis de la ad-
sorcién como son por ejemplo el intercambio iénico y la particién.
Por lo tanto se hace necesario el ugo de términos menos ambiguos
que el eitado, proponiéndose el de eograffa (7).

Originariamente también ge designé como ™ aromatogra-
fi{a de particién sobre papel ", cuando se introdujo este material
como soporte porque se consideraba al papel de filtro ocomo la fase
estacionaria que soportaba la fase liquida estética (agua en la ce~
lulosa) y la fase lfquida mévil del eluyente. 8in embargo algunos



autores no concusrdan exactamente con lo dicho y por lo tanto han
sugerido la palabra " papirografia " como mfs apta que la expresién
dada més arriba (8).

Sin embargo no se detliene aqui el problema de la ter=-
minologfa; traténdose de una técnica nueva y sujeta a tantas varia-
bles, natural es el cfimulo de palabras nuevas que traten de dar u-
na idea de lo que pueda suseder con cada una de esas variables; pa=
ra tener una visién de todo ello remito al lector al tomo 23 pégi-
na 28 del Analytical Chemistry de 1951, ya que una explicacién de-
tallada de todos ellos no tiene mayor cabida en este trabajo.

Mucho es 1o que se ha hecho desde el primer trabajo
de los tres autores mencionados (6) dentro del campo biolégico y
orgénicos separacién de aminofcidos, azficares, colorantes, enzimas;
entre los mfs importantes y recientemente antibiéticos; también per-
mite la cromatografia el reconocimiento de todas estas sustancias.

Aunque no tan difundida en un principio, también esté
ocupando su lugar dentro de la quimica mineral la eromatografia so-
bre papel. Para la bibliograffia correspondiente consfiltese el vo-
lumen 22 Nfimero 1 pégina 47 y 54 de 1960 del Analytical Chemistry.

~SECNICAS

Las técnicas utilizadas en la " papirograffa " son va-
rias pero el fundamento de todas ellas es el mismo: posicién conve-
niente del soporte (hoja o tira de papel de filtro) dentro de un
recipiente adecuado. Sobre dicha tira u hoja se coloca una gota

de la solucién a examinar ( para el caso de hojas se coloea en uno
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de sus fngulos y en el caso de las tiras a unos centimetros de uno
de sus extremos, en ambos casos se marca con una sefial el lugar don-
de se colocd la gota), se deja secar y luego se hace ascender o des-
cender segfin convenga el eluyente apropiado.

Una tercera variante que ha reportado muchos beneficios
a la quimica de los aminofcidos Sbr ejemplo y que todavia no se ha
estudiado con la atencidén que merece dentro de la quimica mineral
es la cromatografia en dos direcciones. Esta téocnica fué introdu-
cida por primera vez por Liesegang (9) y posteriormente estudiada
con mucho mfs detalle por Gordon, Consden y Martin (10). Consiste,
fundamentalmente en colocar en un &ngulo de la hoja una gota de la
soluolén a ensayar y se hace circular el eluyente primero en un sen-
tido y luego haciendo girar la hoja noventa grados, en sentido per-

pendicular al primero ( fig. 1) ya sea el mismo eluyente u otro.

Fla. 1

Actualmente se estéd estudiando con intensidad la accidén

de da corriente eléctrica en la separacidn de sustancias (electrofo-



rasis (11).

La clase de papel genefalmente adoptada por esta cla-
se de trabajos es la del Whatman N® 1 y 3 0 sus similares en otras
marcas asf{ como el Schleicher y 8chlill ( U.S.A.) N® 597 como subg~
tituto del Whatman N®* 1. En este trabajo se ensay$ con los resul-
tados que se indican mfs adelante, el papel de filtro comfin ( )e

En cuanto a las dimensiones de las tiras, algunos au-
tores aconse jan que tengan 2,5 centimetros de ancho ( el largo es-
t4{ condicionado fundamentalmente al largo del aparato). Sin embar=-
go trabajar con tiras de 1 centimetro de ancho no presenta ningéin
inconveniente y presenta si las ventajas de una mayor economia de
papel y la colocacién de un nfimero mayor de ellas en el aparato.

El recipiente que contiene las hojas o tiras puede va-
riar desde el simple tubo de ensayos (12), hasta reciplentes de
volumen considerablemente mayor ( 13,14).

En este trabajo se utilizd un aparato seme jante al
deserito por Winsten (15)., Este autor suelda dos tapas de una ca-
Ja de Petri a una varilla de vidrio, la caja superior la provee de
un dispositivo de alambre para evitar que las tirgs toquen la caja
¥y altere la difusién del eluyente por capilaridadj la varilla que
une ambas tapas, la rodea de algodén que lo empapa con el eluyente
para saturar con sus vapores la probeta donde se eoloca dicho apara-
to.

E1l dispositivo utiligzado en estos ensayos consta de
una varilla eon doble trfpode, uno en cada extreme que soportan las
dos partes de la caja de Petri; esto ofrece la ventaja de que no
tengan que ser de vidrio Pyrex (el vidrio comfin no se puede soldar
porque se rompe) y ademfs facilita su limpiegza y mane jo. En cuanto
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al dispositivo de alambre no se coloecé por no considerarlo necesa-
.rio, ya que el posible inconveniente anotado se obvia doblando con-
venientemente la tira en su parte superior, fig. 2.

La caja superior sirve para colgar las tiras, que es-
tén sujetas para evitar que caigan, por medio de una varilla de vi-
drio en forma de anillo. La caja superior lo mismo que la inferior
lleva el eluyente elegido.

El objeto de agregar también eluyente en la caja de a=
bajo es para crear rfpidamente una atmésfera saturada con sus vapo=~
res. La razén de ello es para evitar valores de Rf (para el signi-
ficado de esta expresién véase plginai®) demasiado altos. La pro-
beta va finalmente tapada para evitar evaporacién del solvente,
fig. 3.

Las dimensiones del gparato sont

Ademée de este aparato se han indicado varios més cada
uno con alguna variante interesante, asi por ejemplo caben mencio-
nar los de Longenecker (16), Steward (17), Arden, Burstall, Davies
(18), Longenecker (19).

En cuanto a los eluyentes,corresponde destacar que de-
ben tener el mayor grado de pureza posible ya que se han encontra-
do que algunas impurezas pueden alterar en forma notable el desa-

rrollo de un cromatograma (').

(') En nuestro caso la piridina utilizada (Hasdeus) no presenté
ningGn inconvenients.



Una vez que el cromatograms ha alcanzado una distan-
cla conveniente, (en estas experiencias la distancia oscild entre
los veinte y treinta centimetros), se lo retira del aparato y se
lo cuelga de un soporte sompuesto de una pequefia tabla provista de
una cierta cantidad de clavos pequefios (tantos como tiras slcancen
a disponerse en el aparato para cromatograffa) de preferencia ino-
xidables y sin caebeza; en esa posicién se lo deja secar al aire;
en algunos casos convendré acelerar el secado, colocando las tiras
en una estufa o simplemente paseéndolas con culdado por encima de
la llama de un mechero de Bunsen. Estando las tiras secas se pro-
cede al "revelado" del cromatograma para identificar 1;: sustancias
presentes en la mezela original. En algunos casos la coloracién
natural del material lo pone en evidencia, pero en otros (la mayo-
ria de los cationes o aniones) es necesario emplear otros procedi-
mientos, ya que el ocromatograma no presenta ninguna sefial aparente
para su identificacién. En esos casos se hace uso de reaativos que
den productos coloreados o blen desarrolle alguna propledad fisioco-
qufmica denunciable por algln procedimiento, (ej. fluorescencia por
medio de una limpara de Wood, y en técnicas més elaboradas produc-
tos radioactivos detectables eon un gcontador Geliger-MBller etc.).
Con olertas sustanclas la fluorescencia no necesita ser producida
ya que la poseen naturalments.

El aparato que se negcesita para hacer actuar el reacti-
vo es bilen sencillo. Consta de uh pulverigador de vidrio, como el
que indica la figura 4 que va sumergido en un pequefio vaso de Erlen=-
meyer de 25 ml, o0 simplemente en un tubo de ensayos grande (21). Pa=-

ra provocar la salida del reactivo se sopla por la parte B con una






pera de goma, conectfndola a la cafieria de aire o mis simplemente
soplando directamente con la bocaj la parte A del pulverizador se
colocaré de la tira a una distancia que la alcance la niebla del
reactivo pero que no alcance a empapar y escurrir el mismo por a-
quella ( en algunos casos particulares puede haber un desplagamien-
to de algunas zonas).

Se comprende que cuanto més caracterfstica sea la reac-
¢ién entre la sustancia en estudio y el reaétivo, més sencillas serd
la caracterigacidn,

Sin embsrgo esto presenta el inconveniente de gque tal
vez para un cromatograma algo complejo (varias sustancias separa-
bles) sea necesario repasar la tira varias veces con distintos reae-
tivos. Esta dificultad puede salvarse an muchos casos usando uno
o dos reactivos ocomunes para todas las sustancias en cuestidn.

En e30s casos la identificacién se hace por la posieién
de la mancha en el cromatograme o por el valor 4e Rf. Este valor
no es mfs que el cocliente entre la mixima distancia alcanzada por
el eluyente en la tira y la méxima distancia alcenzada por la man-
cha o bien hasta la zona de mayor densidad de color de ésta; aomo
punto de referencia se toma siempre la gota (ver fig. 5§ ). En los
dos casos mencionados es necesario hacer testigos de sustancias co-
nocidas y exactamente en las mismas condiciones que la mescla que se
estudia, Hay que hacer notar sin embargo que en algunos casos esos
valores de Rf. no son constantes ya que su reproducibilidad estf
sujeta a varios factores (algunos ror ahora desconocidos) (22).

Hasta acé el aspeeto cualitativo del problemaf la fag
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cuantitativa, en algunos casos solamente eemicuantitativo, del mig-
BO O sea 0l dosaje de las sustancias presentes en la mezcla puede
encararse de varlas maneras, conforme a la naturaleza de los pro-
ductos separados.

8in entrar en mayores detalles se dirf que si la sus-
tancia a determinar es inorgénica requiere por lo general una des-
truscién del papel y puesta en solucién de la misma. Una vez rea-
1izado esto se recurrir{ a la polarografia, colorimetrfa, stc. se-
gfin convenga.

581 el material en ensayo es orgénico, por la naturale-
za migma de las sustancias de este tipo, el tratamienfo serf menos
violentoj pudiéndose en estos casos comparar la mancha con otras
de consentracién conocida o bien midiendo su superficie con un pla-
nimetro por ejemplo, y estableciendo comparaciones luego con man-
chas “etandards®., 8e comprende féclilmente que la exactitud de es=
ta filtima determinaeidn estf{ condicionada a la nitidez de los bor-
des de la mancha.

Otro procedimiento interesante es el del densitémetroj
para un conocimiento tedrico de la densitometrfa y para la parte de
aparatos y técnicas puede consultarse con provecho el libro de Bro-
de (18).

Naturalmente, existen ademfs de las mencionadas otrae
técnicas més complejae para la determinmcidn cuantitativa de las
sustancias separadas por cromatografia, pero no se ingistiré en e-
1llas ya que muchas corresponden a casos particulares y lo que se
qulere dar en estas lineas preliminares es solo un tratamiento gene-

ral del problema,



La parte experimental ecomprendié el estudio de varios
factores como por ejemplo: soporte, solucién, concentraciones, in-
terferencias, etao.

A continuacién se pasa a exponer los resultados que se

obtuvieron con cada uno de ellos.

SOPORIE:

Como se¢ menciond en otra parte de este trabajo los ti-
pos de papeles més corrientemente empleados son los Whatman nfimeros
1l y 3. Se ensayaron los dos tipos de papeles, sin embargo acf se
dié prorerenoia al nfimero a 3 ya que permite una separacién mfs nf-
tida que con el nfimero 1.

En algunus publicaciones se menciona que las tiras de-
ben ser aortadas perpendicularmente a la " direccién de mfquina *
del papel (23). Para ver si efectivamente hay una direecién de mé-
quina, ya que a simple vista no puede notarse nada, se practicé un
ensayo de traccidén en dos direcciones distintas de la hoja de la
cual se cortan las tiras. Los resultados obtenidos son los sigulen-

test

11,0 13,7
120 2,1k AR
o
9,8 ¢/on 16 2,0 kg/en
9,7 14,1

Velooidad del carro 18,7 ecm/min. = Caracterfsticas de la méquinas
Apsler, Irac, Horigzontal - Capacidad 100-200 kg. ~ tipos 0,1 Z H.118
Engayos Capacidad 20 kg.
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Por otra parte se ensayaron para el cromatograma las
dos direcciones posibles, al proceder al "revelado" del mismo se
observd que fundamentalmente la direccién del papel ( por lo menos
para el Whatman N* 3 ) no tiene maroada influencia en la migracién
de estos oationas;

Las tiras que se utilizaron tienen las sigulentes di-
mensioness

largo: 38 em:

ancho? 1 cmi

La gota a ensayar se coloca sobre una marca de lépiz
de grafito (') a unos 5 omg. de uno de los extremos de la tira y
la distancla alcanzada por el eluyente para un desarrollo promedio
de ouatro horas es de 26 oms. aproximadamente.

Finalmente se ensayS, para ver hasta que grado es im-
portante la clase de papel para estos i{rabajos, el papel de filtro
cualitativo comfine Trabajando con consentrasionss de cationas que
para ol Whatman N® 3 habfan resultado satisfactorias para separar-
los,y oon dicho paﬁel de f£filtro no se pudo observar separacién al-
guna ya que el revalado presentaba una finlca manchaj previniendo
que el papel estuviera "impurificado®™ con una concentracidn tal de
alcalino-térreos que diera ya colorasién eon una concentracién ade-
cuada del reaétivo, se hizo un ensayo en blanco, eés decir se colo-

¢6 en el aparato una tira de papel de filtro comfin sin agregarle

(') 81 es de otro material (tinta por ej.) los comp. del mismo pus-
g:n dar lugar a otro eromatograma, complicando as{ los resulta-
8e
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la gota ensayo y dejando correr el sluyente el mismo tiempo que
para aquellas que tenfan la gota, el revelado resulté negativo es
decir entonces que la imposibilidad de la separacién se deba muy
probablemente a la textura del papel.

ZBATAMIENIO QUIMICO DEL SOPORIE

Una vez que se vié que los resultados que se obtenfan
usando el papel Whatman N® 3 eran reprodusibles, se pensé en embe-
ber las tiras usadas como ‘soporte, con distintas soluciones para
tratar de ver en que forma se alteraba el cromatograma, pudiendo
tal vez alguna de estas alteraciones, servir a algin fin analitico
o simplements presentar alguna fenomenologia interesants.

Primeramente se preparéd unos buffers de PO jiNa,, mis
PO4H K (24) cuyos pH cayeran dentro de las zonas &cida, neutra apro-
ximadamentes, y alocalina. Para eﬁpapar las tiras se colocaron las
soluciones en unos cristalizadores de 12 diémetro y tomando las ti-
ras por ambog extramosg se las empapl en toda su superficis, luego
gse las secd, pasedndolas con culdado por encima de la llama de un
mecharo., Esto se hizo después de comprobar que los resultadosqque
se obtenfan por este prosedimiento y el de hacerlas secar al aire,
eran los mismos, (el primero tiene la ventaja de ahorrar tiempo).

Se prepararon luego los cromatogramas y al revelarlos
se observé que no se pudo obtener geparacién y que los cationes que-
daban pricticamente fijados donde se habfa colocado la gota.

Se pensé entonces que tal vez modificando el buffer pu-
dieran obtenerse otros resultados, ya que los fosfatos dan sales

insolubles con los aloalinos-térreos.
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Para ello se prepard una serie de buffers de €cido a-
cético y acetato de sodio (26,26) para 1o0s PH 344 = 494 = 5)2= ¥
gse embebid las tiras no solamente son las mezalas que dieran estos
tres pH, sino tambidn con la golucién de acético y de acetato so-
lamente. ILas soluciones son 0,2 N,

Cuando se vaporizd el reactivo “revelador™ se observd
que habfa migracién gonjunta de los cationes pero mo separacién,
sin embargo hay que hacer notar que el desplazamiento parece ser
inversamente proporecional a la concentracién hidrogeniénica.

Adem4s se embebleron las tiras con soluciones al 2% de
COgNap y de 304N12; en estos casos tampoco se pudo observar ni mie-
sracién ni separacién, esto parecerfa confirmar que aquellos anio-
nes que dan sales insolubles con estos cationes no permiten des-
plazarlos en el cromatograema. Ademds la intensidad de coloracién
de las manchas es mucho menor que en cualquier otro ensayo.

Luego se ensayd en embeber las tiras con algunos écie~
dos crgénicos eligiéndose los més comunes dentro de los de cadema
ablerta y cadena cerrada y que tuvieran o no hidroxilos.

Los 4cidos ensayados fueron los slgulentess

Acido tartérico, solucién acuosa al 2 %

*  suseinico, " " LA
L] ox‘nco ’ L] ] " ]
"  bensoico, " alcohflica al 2 %

" galioflico, ™ " LI



Con los tres primeros fcldos, vale decir con los de ca-
dena ablerta no se observé ningfin movimiento de los cationes: entre
log tres tampoco aparecen diferencias que sean dignas.de mencionar-
se.

Con los £cidos que figuran en fltimo término no se ob-
serva separacién pero s{ hay migracién.

Como la concentracién del &cido podria tener alguna
influencia y como en las experiencias anteriores la misma se mantu-
vo eonstante se eligid uno de ellos y se modificé la concentracién
como gse indica mfs abajo;

Asido Sucainiqo
8oluciones al
2 £
1%
0,6 §
0,25 £

En ninguna de las cuatro tiras tampoco se anot$ separa-
cién o formacién de distintas bandas.

Como resultado de todas estas experiencias se puede de-
cir qus aunque desde sl punto de vigta separativo de estos cationes
entre si, cstos ensayos arrojen resultados negativos, lo pueden te-
ner sin embargo como aplicacidén de separacidn del conjunto de ellos
de algunos otros cationes que en las mismas econdiciones se compor-
ten de distinta manera. Ej.t movimiento en el caso de que los alca-

lino-térreos no lo tengan o viceversa.



Todo el conjunto de ensayos se resume en el cuadro

ad juntos
Yodificaciones 8ep. Mgracién
Buffer de fosfatos - -
Buffer de acetato - n
8ol. al 2 % COglag - -
8ol. al 2 £ 804Nag - -
Ac. Tartdrico 2% sol. alcoh. - -
Ac. 8uwscinico 2 £ sol. alaoh, - -
Ac. Oxflico - -
Ac. Benzoico 2 £ sol.alcoh; - 4
Ac, Sallicflico 2 § sol. alcoh. - 4

Ensayadas estas variaciones del pH en el soporte, se
pasd a estudiarlas,en la solucién en cuestidén ya que hasta ese mo-
mento la solucidén era nsutra, caso que en la préctica bien podrfan
no presentarse. Para ello se procedié a efectuar la dilucién has-
ta alcanzar la concentracidn deseada de los cationes con solusio-
nes de “buffers" que cubrieran las szonas &§clda neutra y alocalinaj
asi se prepararon los sigulentes tampones, segfin indica la obra de



Kolthoff y Rosemblum (24).

pH
3 biftalato mids &oido clorhidrieco

5 " ® hidréxido de sodilo

8 4cido bérico més hidréxido de sodio
9 " " "

3 acetato de sodio mds dcido acético
4 " « = " " "

6 " I " " "

Con todos estos buffers las separacionee se efectuaron
en general bien, pudiéndose decir que la misma no exige, dentro de
las zonas de pH ensayadas estricto control del mismo.

Finalmente se ensay8 la variasién que podria observar-
se al tratarse la solucién con un fcido como el olorhfdrico soncen-
trado ( se agregé &cido hasta tener una concentracidén del 1 % ).
8s produjo separacifén pero en la mancha del bario se noté una acen-
tuada disminucién de color.

Otro tanto se hizo con el hidréxido de amonio (la solu-
c¢ién tenfa un 2 § de dicho £lcall ) el resultado fué anflogo al ob-
servado con el &oido clorhidrieco.

Finalments y a titulo informativo se modificé la compo-
sicién del eluyente para ver si podia tener alguna influeneia en
la posicién de los cationes.
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Para ello se hizo uso del segundo eluyente mencionado,
vale decir el que en su composicién tiene un 20 § de agua. Esta
fué reemplazada por los mismos “buffers™ que se usaron para prepa-
rar las distintas soluciones (véase pég. 18).

Los experimentos no arrojan ninguna variante ni en la
posicién ni en el tamafio de las manchas. Quiere decir entonces
que por lo menos estas variantes solo servirian para complicar la
preparacién del eluyente pero no mejoran, en general, la técnica
de trabajo.

BEVELADO DE LOS CROMATOGRAMAS

Para poner en evidencia a los iones se utiligaron en
principio los dos reactivos que mencionan las publicaciones origi-
naleg, es decir el #cido rodizénico (como sal sédica) para los
iones estroncio y bario y para el calcio la alizarina.

Al respecto cabe decir que el uso del rodigonato no
presenté difioulﬁad alguna, pero en cuanto al gsegundo reactivo no
se obtuvieron los resultados que indican 6sos autores. La difieul-
tad estriba en que el papel utilizado o mejor los papeles (porque
fusron ensayados varios) ya daba coloracidén eon los mismos; es de-
oir que para concentraciones pequefias de caleio exists la incerti-
dumbre de que si lo que se pone en evidenscia es debido al fon o al
rapel.

Se pensé en un principio yue podfa ser un inconvenien-

te debido a la concentracidn del reactivo, aunque la publicacidn



no indicaba la mismaj se us§ la que refieren los libros corrientes
de anflisis cualltativo y anélisias colorimétrico (27,28). El re-
sultado fué negativo, como el que se obtuvo al preparar la solucién
de alizarina en aloohol en lugar de agua.

Otra posibilidad era la de tratar por algfin procedi-
miento a las tiras de papel, para ver sl desaparecia el insconvenien-
te anotado.

Para ello se lavaron lo me jor posible con solucién a-
cuosa de fcido clorhfdrico al 1%, lavando luego las tiras con a-
gua deetilada hasta reaccién foida negativa, se dejaron secar y se
practicaron con ellas los cromatogramas. ILos resultados también
fueron negativos y con el agravante de que se altera completamente
la disposicién del cromatograma.

Probablemente esto @ltimo debe atribuirse a la altera-
0lén de las fibras de celulosa debido al 4cido y a los mushos lava-
dos.

Bs obvio que experienscias con concentraciones mayores
y menoras de dcido no tenfan mayor sentido.

Como todo lo experimentado di6 resultado negativo con
respecto a 10 que se publied en los dos artfculos mencionados (la
diferenoia debe atribuirse por ahora a la distinta calidad o clase
de los papeles empleados en aquellas experiencias y las nuestras )}
se buscé en la bibliograffa algfin reactivo para el Ca de todos los
mencionados en la obra de Welocher (28) se eligié la morina.

Este reactivo no da coloracién pero sf da fluorescen-

cla mds o menos intensa cuando reacciona con el calcio y la fluo-



rescencia se pone en evidencla con una lémpara de vapor de mercu-
rilo.

Aunque otros iones dan también fluorescencia oon di-
cha sustancla la confirmacidn para el ealcio fué hecha por compara-
cién con un testigo que tenfa solamente una sal de dicho catién.

La fluorescencla es de color verdoso. En cuanto al comportamiento
de los otros dos iones en estudio, oon el rodizonato de sodio, es
sabido que dan una coloracién roja y que para diferenciarlos se a-
provecha la proplesdad que tiene el rodizonato de bario de ser inso=-
luble en écido clorhidrico 0, § N,

8in embargo en estas experiencias la identlded de los
cationes fué confirmada comparando con un testigo en las mismas
ocondigciones de trabajo.

Por fltimo cabe decir del rodizonato de sodio que la
solucién del mismo en agua se altera muy répidamente ( se comprue-
ba porque cambla de color), por lo tanto se impone prepararla cada
vez que va & Usarse.

El dispositivo que se emplea para aplicar el " reve-

lador " ya fué explicado en la parte de generalidades pég.S

~E8IUPIO DE LAS CONCENIRACIONES

Uno de los aspectos importantes que hubo que conside-
rar en estas experiencias fué el de la aoncentracién mfxima y mini-
ma de los cationes en estudio, dado que ello da la pauta de compa-
racién en cuanto a la sensibilidad por una parte con respecto a

otros procesos de separacién de los mismos y por otra parts a la
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concentracién méxima permisible de cada uno de ellos en presencia
de los otros dos.

Para ello se prepararon primeramente soluciones mola-
res con los cloruros de dichos cationes en agua destilada. Luego
se hicieron las diluciones correspondientes utilizando para ello
pipetas gotero previamente calibradas.

Estas fltimas fueron confeccionadas estirando conve-
nientements tubos de vidrio de diémetro adecuado (4-5 mm) hasta al-
canzar un orificlo de salida de aproximadamente 1 mmj en su extre-
mo superior fueron provistas de una tetina de goma para facilitar
la salida y toma de las solusiones.

El calibrado de estas pipetas fué realizado de la si-
gulente manerat ss cargaron las mismas con agua destilada y se de-
J6 escurrir la migma dentro de una bureta calibrada y llena tam-
bién con agua destileda hasta una altura convenients ( ej. dos c.c.
antes del cero de la bureta ) el escurrido se hizo de forma que
no cayeran gotas del agua de las pipetas por las paredes de la bu-
reta para evitar errores; esta opgraoidn ge repitié por lo menos
dos veces con cada pipeta.

Conociendo la cantidad de gotas que se negesitan para
llenar dos mililitros por ej. de la bureta,cl oflsulo del volumen
de las gotas que emiten las pipetas es blen sencilloj as{ para una
de las pipetas utiligzadas para dos mililitros se necesitaron 101
gotas 1lo que da un volumen unitario de 0,02 ml.

Las diluciones se practicaron en vidrios de reloJ,
1la homogensizacién de las soluciones que resultaban de estas dilu-
ciones se hizo introduciendo y expulsando repetidas veces el lqui-
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do en las pipetas evitando de producir salpicaduras, es convenien-
te cubrir con un vidrio de reloj para evitar pérdidas por evapora-
ocién., Pueden emplesarse tubos de snsayo pequefios.

La parte préctica del estudio de las concentraciones
88 enoaré primero en forma individual para cada alcalino térreo.

A partir de las soluciones molares de sus respectivos
cloruros se prepararon soluciones de diversa oconcentracién y con
cada una ds ellas se higo un cromatograma.

Ios ensayos como en casi todos los que ss efectuaron
en este trabajo se hiclieron por duplicado.

Ios resultados que se obtuvieron son log sigulentes:

BARIOs
Congentracién en nug minima con ¢l rodizonato de sodios
270
Conocentracién mixima en ng 1.100
CAICIO:
Concentracién en ng minima con morina 8
Concentracidn méxima en ng 266
ESTRORCIOs
g:ggegzr:gégg.en pg minima con rodizo- 1,6
Concentracién méxima en ng 122

Una vez realizados los ensayos individuales se pasé a

efectuar las experienclas por pares de ellos es decir, grupo bario=-
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estroncie, barlo-calclo, y estroncio=calcio, para ver si lo que se
hizo en forma individual con ellos podfa reproducirse cuando se
encontraban uno en presencla de los otros. Estas experienclas
confirman los limites de concentracién estudiados en forma indivi-
dual.

ANIERFERERCIAD

Como parte final de este trabajo se desarrollé el es-
tudio de algunas interferencias més comunes,

A continuacién se indicarén las que han sido estudia=-
das mencionando la sal que se utilizé para preparar la solucién
respectiva,

Las soluciones madres son todas 1 Molar y fueron pre-
paradas con drogas pro-anflisi.

La concentracién de todas las interferencias en los
cromatogramas se hizo igual o un poco superior a la del 16n bario
por cuanto es el que se encontraba en mayor cantidad.

Concentracién de Bario 400 mg - Sr, 80 ng, Ca, 80 ng

1l- Plata NOghg
Mancha parda con el rodizonato de sodio a la altura de la

mancha de calcio.
2« Plomo (noa)zrb

Mancha grisécea con el rodizonato también a la altura del
calclo.
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S

6=

7=

8«

Cobre clzcu.zuzo, solucién ligeramente acidulada con 4cido
clorhfdrico para evitar hidrélisis.
Mancha verde claro en la gzona correspondiente al calcio

también con rodizonato.

Estafio ClgSn.2Hg0, solucién ligeramente clorhfdrica
No produce mancha con el rodizonato de sodio

Con la morina no molesta,

Bismuto ClaBi, solucién ligeramente acidulada con 4cido clor=-
hfdrico.
Mancha rosade muy tenue a la altura de la gzona del calclo,

con rodigzonato,

Hierro ClgFe(3Hg0, solucién ligéramente clorhfdrica
Produce a la altura del bario una intensa mancha marrén
que impide por completo el reconocimiento de este 1én con

el rodizonato de sodio.

Cobalto
Produce a la altura de la mancha correspondiente al cal-
cio UYna mancha ligerasmente rosada con rodigonate.

Niguel (cndcoo)znl
También este catién molesta para el calcio por cuanto con
rodizonato da una zona azulada en la porcién de la tira
donde se encuentra dicho alcalino=-térreo.’

Cinc ClyZn, solucién ligeramente clorhfdrica para prevenir hi-

drélisil.
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No produce mancha con el rodizonato

Con la morinat no interfiere

Manganeso (NOa)aln

Con el rodizonato de sodio da a la altura de la zona del

calcio una mancha agul teme.

Magnesio ClgMg. 6Hg0
No produce mancha con el rodigzonate

Con la morina: no interfiere,

Sodio ClNa en este caso no se tuvo en cuenta la concentracién
del Bario camo tipe sino que simplemente se complet$ la dilu-
c¢ién correspondiente de los tres alcalino térreos con la so-

lucién molar de cloruro de sodio.

Potasio ClK igual que para el sodio
No interfiere

Amonio C1lNHg igual que para el sodio

Molesta para el estroncio porque produce una doble manchea
que puede confundir las conclusiones en alguna muestra

compleja.

Por supuesto que el estudio de las interferencias ne

queda completo, pués faltarfan estudiar afin varias més, pero con
lo que hasta acd se ha estudiado (con la limitacién de concentra-

cién ya mencionado) cabe decir que al menos que se trate de elimi-

nar algunas de ellas a excepcién de {lcalis y ! .. (complejéndolas



por ojemple) la crematograffa ecempleta ¢ea la téonisa sef aplise~
ds (1) de los Sres cationes que componen el suarto grupe de la
marehs clisice dlesténisa sele pedrfa practisarse sia errer salve
emsepsionss cuande se hage una seperasifn previa del grupe.

Se econpalia una tabla donde se resunsn las obssFvasio-
aes indisades,

Redisemte Norine
;:L-mtml Ca ;u_lca sr w:
_Emn & - - ° -
Llane. b = N SN SE— X T
=SAlEe. I SUNS JUENY TSI YN NN N—"
Aitalle " 3 N SN S SIS T —
—BiANNES. $ C N 2. " S—
¢ I K S e ®
—kohaltn  —— " S S NN Y—
~Jhanal. S S TN S N m—
~Cina . — S S
=JARSARRSS { S— S e ® e e ®
~liguas in. —ee e @ S @,
- - = | I T TS SN T—
~Letasie | TN SN TENN T TN —
~ABSRia { SN WA T S VSN Smm—"

Is ¢ indice qud melesta pars ol catifn indicade.

(1) Al redastarse este tyshaje aparecié en ol J. Chegpotes 488~
TN, 1961, wvaa camaiceeiln en 12 que 5¢ Mese referencia a
otres clweates y reveladefes que parecsen rPeselver alge dad
prediens asf anctade,
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CONC LUS IONES

l) a= BSe comprugba el comportamiento de diversos papeles, encon-
tréndose en particular que el papel de filtro comfin no se
adapta para este tipo de separaciones.

b- No se observan diferencias segin se use el papel en sus dos
direcciones fundamentales.

2) Se estudia el comportamiento de las tiras de papel al tratar-
se con diversas sustancias qui{micas, encontréndose que hay va-
riaciones en 1o que sé refiere a la migracién y a la separa=-

cién, que cuando se utilizan sin tratamiento qufmico previo.

3) Se estudian las variaciones de pH en la solucién ensayo, tole-

rables para una buena separacién cromatogréfica.

4) Se encuentran dificultades en el uso de la alizarina, como reac-

tivo para el calcioj proponiéndose la morina como sustituto.

5) Se estudian las concentraciones méximas y mfnimas permisibles

por esta técnica para los iones considerados.

6) Se observa la accién de algunos iones como interferencias.
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