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CROMATOGRAFIA DE PARTICIOR
DE ACIDOS GRASOS DE C1 A Ci9

El desarrelle de la eromatografia en les dltimos
aiies ha produeido, a 1la par cue otres medernas métodes
come la polarografia, la espectroscepia, la electrofo-
resis,ete, una renovacién total en el anflisis quimico.

1a cromategrafia de particidn ha permitide resolver
numeroses problemas gue por etros métodos no tenfan solu-
cidn e proporcionaban dates dudesos,

n el trabajo presente se enearan medifieaeiones de
importineia en una do las més vastas aplieaeiones de la
eromatograffia de particiéng la determinacién de &cides
grasos saturados veldtiles en muestras artifieiales y en
produetes naturales.

Numeroses investigandores se han sentido atrafdos peor
esta experimentacién, riea en posibilidades.

El primer resultuide positive proviene de Ramsey y Pat-
terson en 1946. Tras el éxite de estos autores, otros se
sumaron & elles, existiendo hoy un erecido nimero de pu-
blieaciones que trataon sobre el tema,

En ls introduocidn\de nuestro trabajo intentamos escue-
matizar 1la historia de la cromatografia en general y de
1a particién cremategrifiea en particular,

gontiene oste esquema unu mencién de las experieneias



guc marcun la trayectoria ascendente de la cromatograffa, des-
&e las cldsicas de Tswett, hasta las de¢ nuestrms dfas, sin
olvidar acuellos ensayos primitivos del siglo pasado.

Parulelamente al desarrollo em:irico de esta rama de la
ciencia se introdnjo la especulaciln tedrica do la cue se
de unas ligera referencia en este trubujo, destacandose la
biscueda de 12 relaciln entre el coeficiente de particién
de una sustand a entre d0s lfouidos, y el avance de la dbanda
a truvés de la columna en que uno de estos licuidos es fase
estucionaria y el otro, fase movil, Los fuctores cus influyen
en esta distribuciin smaen esenciu d fundamento de la eromatoe
gratia de particién.

Ios dcidos gxasos han sido compuestos de importuncia em el
desarrollo tedrico del proceso cromatogrifico. Ia resolucidm
de mezolus diversas ha sido abordada con bastante éxito poste-
riormente a Ramsey y Patterson. No obstante, 108 métodos pro=-
puestos adolecen de algunos inconvenientes, las mfs de las
veces de poos importuncia, pero a» pusden resultur un obstu~
culo insalvable para cl experimentudor movel,

En el texto de oste trabujo de tesis se hace previamente
un estudio bibliografico cue agotu el tema. Todos los trabajos
sobre cromatografia de particiln de &cidos grasocs son ol tudos

y los mds importuntes, descriptos brevemsnte., Se incluyen en



estu reswiis un mimero consideruble de ejemplos de aplicacidn.

Se hamestudiado en cuda cuso 1los faotores cue hucen en-
£0rT030 01 trubiujuo o complejo el instrumentul.

Con estu buse se estublecid um plun a desurrollar. Z1 méto-
do prophesto tenisfe cws resolver varios problemas, come ser
el dificil desurrolle del dcido £irmico en el eromatogrummp
la determineci’as de condiciones invarinbles de trubujo, es de-
oir lu oliminacién de fuctores de duioso control ea 1: prepa=-
reeidn del alstemug lo simplificacién de 1lu téenica cue se ha
1do haciendo eadn ves més com,leju desde los primeros trabajos;
el uao de m:teria primu uscouible y de seguru purest.

Se han des: rrolludo en primer término, experiencias de
orientuciln, bussdss en el uso del aguu como solvente fijo,
es decir como constituyente principal de lu fuse lfeuida oue
permunose estacionuria em lu columnu de purticilm. Se deter-
mimaron de est: maneru el yelagtive wulor del agus y de otros
solventics polores pars esty funcién. 1 agus solo permite, en
l1as msjores coandiciones, lu separuciin de los deides inferio-
res, desde ¢l férmieo hasta el vuleridnico,

Se buscsd entonces el solvante adecusdo pars constituir
fuge estacionurin. Estu biscueds se busi en eonsideruciomss
acercs de lu poluridad del solvente, en el walor d4s R (rela~
cién entre el movimiento d¢ 1o b nda en la columms ¥y el mo-

vixieuto 3¢ la superficie dol solvente on el tubo por emoims



de 1a fuse s61ida) y en otras relaciones dorivadas del fin
que se persisue en este trubajo.

Se encontrd finulmente oue el propilenglicol constituye
un solvente adecuude.

Una vez estublecidos los constituyentes del sistema, se
procede a fijar las distintas variables indeterminadas, por
ejem.lo, la relaciin numéricau entre fuse inerte y fuse en~
tacionuria, el pH del medio, la constitucién del solvente
ndvil, el tipo de indicudor interno, etec.

El estudio se hace sistemfticumentc & truvés del reniie
miento en &cido recuperzde despues del desurrcllo del cro=
matogroma y en observucidn de lus curv:s obtenidus por ti-
tulucidn de las distintus frucciones elufdus.

Tl f0cido que constituye eada bundu se reconoce por el
cilculo del valor de R en cada caso.

De esta maneru se 1llegS o ostublecer un sistema en cue
la fuse inertees el 4cido silicicoj la fuse estacionaria,
propilenglicol 1llevudo @& un pH conveniente won hidréxido
de sodio Normsl; y la fase mévil, mezclas binurias de n=bu_
tunol y eter de petréleo.

Dstuiblecido el sistemm y desc ipto detulladumente el
procedimiento se hicieron ensuayos compar-tivos con otros
métodos., Esto permitid estublecer la verdadera significa~

c¢idn del método propuesto,



128 comprodbaciones de 1la exmetitud del procedimiento
o hicieron analizundo megoclas diversus de &cides puros,
de composicién conecida, titulando los elufdos econ solu-
0ién aloo:flicu de hidrédxido de potasio en atmésfor: dese
provista de diéxido de carbono, y culeulande ol rendimiento
en Scido recuper do, Con mayor rigarosidad se estudia el
procediniento por andlisis de 1la ocurvu de titulaci‘n obteni-
dn.

Finclmente se hicieron anilisis de productos wvaries cue
eontienen £cidos grusos saturados volitilesy; ol scelte
esencial do Herucleum Sphondylium (en el cue se comprodé
1la presencia de dcidos fSrmico, sedtico, butirice y eapréi-
00)3 Cherry Flavour Qoue contiene deides firmice, aeético,
propidnico, butirico, elprico y superiores); esencia de
Ron (PSrmico, Acético, Butirico y Cavrflico); aceite de
coco (acético, eapréico, ouprilieo, e’price y superiorec);
y manteca (butirieo, eupriico, eaprflice, eiprice y ldurico)

En 1la extr.ecidn de los feidos grusos contenidos en
o3tos productos se encontraron algunas dificultades aue
han sido resueltas adecuudumente.

En el texto del trubujo se discuten las condiciones en
cque este se llevé a cabo, los obstioulos cue se presenta-

ron, y se hacon sugerensias pars una futuru labor ds in-



veatigncién en ¢l Semm.
Zl tebajo termina con wa yemumen de las oomclusionss
edtanidas,
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—A) Bstudio bibliogrifico y tedérice del preblemn.

B) Aplicacién préctica; ajuste do 1a técnica y sus diversos
fuetores, y apliecaciin s 1s resclucién de mesclas artifi-
eiales y maturales.

C) Resumen y conclusionss.



INTRODUCCION
>

Ko obstante los trabajos publieados en 1893 por Reed (o)
gobre separacidn dz eosina y cromatg de potasio empleando me-
dios porosos distintos del papel de filtro", por Day en 1897
sobre fraccionamiento de petrdleo en columna de ealiza pulve-
rizada (i41), y por los quimicos algmanes Engler y Albrecht
oue usando un método semejante aislaron los componentes de
mezclas de hidratos de carbono, se acostumbra a conslderar
ague el andlisis cromatogrdfico fuéeiniciado por el botdhico
ruso Mikhail Tswett, con la publicacidn de una serie de expe-
riencias sobre separaciln de los pigmentos de las hojas ver-
des (i12), -

Antecedentes mas le janos se encuentran en las primeras a-
plicaciones de adsorcién selectiva realizadas por el sabio
alemdn Schdnbein en 1861. Schdnbei¥i detectaba ozono con ti-
ras de papel de fit¥ro impregnadas con almidén y ioduro de
potasio. Al sumergir la tira en la solucidn, los componentes
ascendian por capilaridad alcanzando diversas alturas (113).

Intentd luego separar muchas otras sustancia. Empled tam-
bien adsorbentes diversos, y funddn con sus experiencias,
casi nunca utilizables, el "anélis;s capitar", base de la
cromatografia sobre papel.

Goppelsrdder trabajé sobre las ensefianzas dejadas por

-



Schdnbein y pudblicé un lidbro en 1906, "Auregung zum studium der
Capillaritits und Adsortionserscheinungen bernhenden Capillar-
analyse".

La experiencia clésica de M.Tswett consist{a en carger uma
columna con carbonato de calcio pulverizado, Se sgregaba uma
pequefia cantidad de extracto etéreo de hojas verdes ¥ luego
solvente puro (eter de petréleo)e El pigmento reteénido en 1la
parte superior de la columna se desplazaba luego al hacer pasar
el eter de petréleo, separdndose en varias zonas que descendfan
a velocidad distinta.

Tswett observé una zona amarilla clara, dos verdes y tres
amarillas, separadas por zonas"vacfas®,

El conjunto de bandas se denominé ;romatograma, ¥y el proceso
de separacién de las zonas "desarrollo del eromatograma®,

En 1910 Tswett publied e; ruso un extenso trabajo aébre se-
paracién de pigmentos vegetales y animales,

Salvo esporddicas publicaciones, el método de Tswett perma-
neci$ olvidado hasta 1931, en que Kuhn, Wintersten y Lederer
(44) reanudaron las investigaciones don un egtudio sistemftico
del fraccionamiento de carotenoides en columma.

Los carotenoides y otros pigmentos naturales constituyen
buenos ejemplos dela especificidad de este fendmeno superficial.

El método de Tswett permite separar esteroides, 1{pidos,
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terpenos, derivados aromaticos, compuestos heterociclicos,vita-
mines, alcaloides, antibiéticos, porfirinas y pigmentos biliares

El desarrollo posterior del andlisis eromatogrdfico tiene
caracteres notablesy El aporte fué particularmente beneficioso
para la quimica de protidos, 1fpidos e Hidratos de earbono.

Martin y Synge en 1941 (A ) publican un trabajoe de singular
importancia. Se inaugura la cromatografia de particidm, cuya
caracteristica fundamental consiste en que la fase adsorbente
fija ea 1{quida (agua sobre silicagel)

El problema cormatografico cambia asi de aspecto. En la cro-~
matografia de adsorcién la sepauracidn se produce gracias a las
diferentes propiedades de adsorcidn de la fase fija con respecto
a ciertas sustancias.

Ea la eromatografia de particidén, la distribucién de una sus-
tancia entre la fase movil y la fija depende del coeficiente de
particidn.

Consden, Gorddh y Martin (i45), desarrollan la denominada
scromatografia sobre papel®, que no es mas cqie una cromatograf{a
&e particién en 1la que la fase liquida fija es agua inmovili-
zada sobre celulosae

Se puede encontrar un excelente estudio de la evolucidn de
la cvomatografia en los trabajos de weil y Williams publicados

en 1950 y 1951 por la revista Nature ( 446 ).
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Pese & 1a importancia que la cromatografia ha adouirido
en los dltimos afios, la teoria no es adn suficientemente
conocida,

El desarrollo de un cromatograma depende de innumerables
factores, los que le otorgan el caracter tan versdtil oue
tiene,

La cromatografia de particidén permite, mas que la de ad-
sorcidn ajustarse a especulaciones tedriecas,

E1l descubrimiento de Martin y Synge se origind en el es-
fuerzo por lograr la extraccién a contracorriente de deter-
minedos aminoacidos. Para resolver est¥e problema era necesa-
rio efectuar un mimero considerable de extracciones sucesivas.
Martin y Synge imeginaron una colummnacargada de granos de al-
midén himedos aie actuasen como fase acuosa, mientras oue
la otra fase se percolase a tmves de dicha columma., Por
consiguiente consideraron la columna como formads por un gran
nimero de platos tedricos. cada plato eculwvale a un embudo
separador de un Proceso de fraccionamiento por particidn en
varias etapas, De acuerdo con esta concepcién puede predecir-
se matemdticamente la separacién experimental si suponemos
conocidos los coeficientes de distribucidn a/l-a y b/l-b.

La eleccién de las sustancias convenientes para la parti-
ciéﬁ cromatogrdfica puede endonces basarse en consideraciones

18gicas cuando se conoce el coeficiete de distirbucién de
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diversas sustancias entre pares de distintos solventes.

Pero el razonamiento anterior adolece de un defecto. No po-
demos suponer gue la relacién a/l-a tiene un valor fijo. Ese
valor varia, para un determinado compuesto, cuando su concentra-
cién varfa. Entonwes en una columna cromatogrd fiea el soluto
gse difunde, su concentracién cambia & lo largo de la columma, y
en lugar de tener una zona de concentracién constante, como al
topie de la fase estacionaria, se tiene una distribucién que
se aproxima formalmente a la curva de error de @auss.

Si a/l-a no varia con la concentracign, la zona atraviesa
le columma sin sufrir modificacidén. La difusién es escasa.

si sa/l-a varia con la concentracién, el principio y el final
de 1la zona marchan a una velocidad diferente cue la de la con~
centracidén mixima.

Si a/l-a aumenta con la concentracién, la fraccién en 1la
fase mévil aumenta y la zona se muestra bien definida en su
cabeza y difusa su cola. ERm esta cola a/l-a puede ser menor
que b/l-b g en este caso se superponen el final de unn zona
con el principio de la siguiente y la separacién no es posible,

Si a/l-a disminuye con la concentracién la separacidn es
difiecil.

En la primera época de la cromatografia de particién se usd

en forma predominante el agua como fase fj ja,



En 1950 se introdujeron diversos solventes orgdénicos, sobre
un soporte hidrdéfobo, como fase estacionaria; y agua, u otro
solvente hidréfilo, como fase moévil, Esta {ltima, puede inclu-
sive, no ser liquida sino vapor; se origina as{ la 1lamada
cromatografia de particién gas~l{quido.

Los métodos de operacidn en cromatografia pueden ser de tres
tiposs elucidn, endélisis frontal y desplazamiento,

En la cromatograffa de particidén se utilizan fundamentule
mente los de elucidne

En todos los metodos de cromatografia de particidén se intro-
ducen otros factores que afectan la distribucidén entre las dos
fases.,

Recordemos como el mds importante el hecho de oue la fase
fija esta adsorbidas por el soporte sélido, y el poder adsorbente
de dicho sdlido puede interferir en el proceso. En algunos casos
(carbén, almidén) el factor adsorcién llegs a ser mds importante
que la particidén misma.

En su primer trubajo Martin y Synge utilizaron como soporte
dcido silicico preparado por ellos. La fase mévil fué uns mezcla
binaria de cloroformo y N-butanol y la fage estacionaria agua.
Preparaban una suspensién de soporte~fase estad onaria en cloro-
formo-n.butanol (99:1) y lo introducian en la ecolumna. Se hacia

luego fluir solvente movil hasta que el empaquetamiento era per-

fecto, lo que se reconocia porque la fase estacionaria llegaba



"

hasta un nivel determinado y constante. Luego agregaban la mez-
cla de aminodcidos a amalizar y eluian gradualmente por agre~
gado de solventes,

Ias fracciones de eluido recogidas comrespondientes a eada
um de las bandas formadas, se evaporaban a sequedad en vacio.
El residuo, dilufdo con um poco de ague, se titulaba con hidré-

rido de bario en soluciénm 0,01 N.



INFORMACION TEORICA

Martin y Synge en el articulo citad establecen una teoria
sobre la cromatograffa de particién.

comparan la columna de particién con una columna de desti-
lacién continda que puede dividirse ex un nimero determinado d
capas que equivalen a otros tantos platos tebricos.

Introducen el concepto de "Altura equivalente a un plato
tedrico (H.E.P+Ts) que seria el espesor tal que la solucién
gae sale de dicho plato estd en equilibrio con la concentra-
cién media del soluto en la fase estacionaria.

Ta difusién de plato en plato se considera despreciable, y
la relacidn de distribucién del soluto entre las dos fases es
independiente de la concentracién del soluto y de la presencia
de otros solutos.

Siendos

v volumen del solvente usado en el desarrollo del
cromatograma.

Y Nimero de platos.
h el HeEeTePe
A Area de la seccidén transversal de la fase mevil.

As A4area de la seccidn transversal de la fase esta~
cionaria.

Ai Area de 1la seccién transversal de la fase inerte
(soporte)

L

. s _conce.fase estacion
coeficiente de particién (X2 e fase mvil 1

A Area de la seccidn transversal del tubo



6.

se encuentra oue la cantidad de soluto Q en el plato r resul-

tante d2 roner la unidad de masa de soluto en é. primer plato

G (5

donde 'v' - h ( Al + & As)

Se demuestra que el valor miximo de Q se cumplird cuando

es

v
Ty Y sera igual s —

Ta posicién de méxima concentracién se mueve proporcional-

mente a Vv , a distancia h_.\r
Si denominamos
-D‘ mov, de la banda
N mcve de la superficie del solvente en el tubo
por encima de la fase sflida
R: ‘\.V'/V - A,'\
v /A \'
v=H. A
H:¥ A= As v AL+ Ay
A
. R- A
—T mix AL+ OLAS .&: Yelocion de volumenes
A _AL AS de las qaus solvente,
S solvente x = R. As ) Ag Yy Scuesa en el cromsloproma
F Fase §ija

Martin y Synge encontraron uma coincidendia aceptable entre
los valores de O calculados segun la velocidad de desplazamien-
to de las bandas y los valores de ™ conocidos, cuando traba~
jan con acetilprolina y acetilfenilalanina,

El valor del H.E.T.P. fué calculado en el caso de las expe-

riencias citadas en 0,002 cm.
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Martin A.J.P. (119) estudia la condicién de enriquacimiento
de una zona.’
Si suponemos soluciones ideales
/{LA.§ =/\;$ + RT L NA’K‘
/hA poie:[ial qu{mico de la sustancia A.

°

A poteneial quimico de la sustancia A en el estado de refe-~
rencia,

Na fraceién molar de A.
{ subindiece que indioa referida a sust f.
™ subindiece que indica referida a fase m,

Ademas Maf AR = A,
A"'A = ?T ’@’n ( iA.L'P )
/

NA.(.‘
N
BT P bnaa = A-;—‘—‘—"A-
NA.{ RT

Au,e8 sumento de P requerido para transfortar un mol de la

fase £ a la fase nm.
rratindose de un aminodcido ae considera oue Au, toma los
/
valores de una = de varioa terminos provenientes delos ra-

dioales que constituyen las moléculas.
A/‘lA = ?CH,_' A/ l“cu,_ + ‘ZIH;_'A/«'NHL + Qcoou 'y"cwn ¥

considerumos ahora cue los coeficientes de particién de A ¥y
® son o/, y Oy ¥ ous solo difieren en que B y A tienen los mis-

m0os grupos, pere B tiene ademas un grupo X

-enO(A-’A%%_‘



1%

"e’l ol = _AA B-).- ’q_AM_lt
& RT | RT
‘QY\ gﬂ— = é&’—‘
op RrRT

Eata conclusién es importante. 1a adicién de X incrementa
el coeficiente de particién en un factor cme depende de la na-
turaleza del radieal y de las fases empleadas, pero no del res-
to de la melécula.

Siempre que las dos fases den valores convenientes para el
coeficiente de parficidén, la formacidn de derivados de Peso

Molecular muy aumentado puede hacer mds ficil la separaciém.
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APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA DE PARTICION

Los métodos cromatogrificos, gracias a su sorprendente ver—
satilidad, permiten perseguir diversos objetivos,

Hemos extractado del libro de villar palas{ (44¥) las aplica=-
cionea de 1es métodos cromatogrdficos., Si bien el autor da un
cardcter general a su enumeracidn, cada una de esas aplicaciones
tiene ubiwacién en el campo de la eromatografia de particidnm.

Ellas son:

1, separacidén de mezclas en sus constituyentes.

2. pDeterminacidn de la homogeneidad de las sustancias ouimicas,

3. Comparacién de sustancias que se consideran idénticas.

4. purificacidén de sustancias,

5. Concentracién de materiales a partir de disolucidnes dilufdas

6. Reconocimiento e inspeceidn de productos técnicos.

7. Separacidn cuantitativa de uno o mis constituyentes de mezcla
comple jas,

8., Determinacion de estructura molecular,

9, Releneracidn de smstancias & partir de complejos de adiciédn.

Se pueden encontrar en la bibliografia numerosas descripcione
de determinacién de aminogrupos libres en proteinas y péptidos,.
separacién de azdcares metilados, de dcidos orgdnicos de plantas

de dcidos grasos, de metales, de amonfaco y metilaminas, etc.



IRVESTIG.CIONES MAS IMPORPANT.S SOBRE CROMATOGRAFIA
DE PARTICION DE ACIDOS GRASOS INFERIORES e=

- Separatién and identification of the volatile saturated
fatty acids (C, & C,)+~ L.L.Ramsey y W.I.Patterson. J.
Aasoc.offio.Ag%.Cheﬁ.28,644,1945.-

Se trata de una miorodeterminaeién de los eustro prime-
ros terminos alifdticos. La separacién se efectia en una
columna de particidn con acido silicice, Constituye la
fase fija una solucidn acuosa de Verdé de Bromooresol o
de B-NH, (sal de amonio de 3~6- disulfe-3-naftalene aze
~N~-fenil- o -naftilamina),

Se usa come eluyente solucién de busunol en cloroformo
d 1 y 104 en volumen,

Se reocomienda un metodo de preparacién de silieugel, y
se describe detalladamente el procedimiente de particidn
en columna,

148 identificacién de los dcidos eluides se haee por
medio de observacién microscopiea de varias de sus sales
oristulinas oaracteristiocas,

Se logra una buena separaciin de acidos férmieo, aséetico
y propidnico. Los dcidos butirico e isobuti{rico no pueden

separarse.




Pe

-~ The appliecation of the silieagel paritition chromatogram
to the estimation of tolatile fatty acids.-~ S.R.Elden.
Bioch.J. 40,252,1956

Separa les cinoo primeros £cidos basandose en }as indi-
eaciones de Lester Smith (2 ).
El soporte de silicagel es priparado segiin el méthdo

de Gordon., Usa come solvente fijo agum y eomo indiocador

solucién al 0,24 de verde de bromocresel.

El solvente mévil es una mezcla cloreforme-butunol (con

l, 5 y 20% de butanol)

ritula les elufdos con solucidén de hidréxi de de sedic

0,01 K y estudia la variscién de R con 2a concentrucién de

los §0idos en la muestra,

Determina cuantitativamente en una mezela de £cidos ace-
tice, butirico y propiénico. El éoido acético le determina
por diferencia. Los resultades son cuantitativamente medlia-

nos,

-~ The determinaéion and isolatién of the organie acids in
mj.t.- r.A.IBhem‘oa. Bio‘h.J. ‘0.‘88.1946

Se da un método detallado de la fabricad én de silieagel
no adsorbente,
Utiliza un procedimiente con indlieador externo ocue recui

re un coatrol muy prelijo del trabaje.



Extrue mediante un métode simple los Jeidos de las fru-
tas, veldtiles y ne velatiles, y les allsorbe sobre silicagel.
12 mezcla de fcidos se separa en una columna de parti€ién en
ocue la fuse estucionaria ostd constituida por solucién acuosa
de dcido sulfirice normsal/2 y la fase mévil mezclas de eloro-
formoe y butunol.

Separa acidos acétieco, fumdrico, glutirico, féwmico, sue~
e{nico, trans-acon{tico, malénico, omdlice, triourbalflice,
gliedlico, mdlico, oftrice y tartérice.

Ios resultades son buenos.

(]
= Separation and determinasion ef the straight-chain saturated
fatty aeids C_. te C by partition chromatogruphy.~ L.L.
Ramsey and w.i.Patt%gson. d.Assec.0ffie.Agr.Chemn.31,139,1948
Ia separacién se efeotias en columna de particién usande
me tanol ceme solvente fijojy 2-2-4-trimetilpentane (isoectano)
como solvente mévil, y oomo indicader, verde de bromecresol,
Los dcidoe elufdos se titularen com solucién 0,02 X de
etilate de sodio y se midid el volumen elufdo.
Se discuten los resultados experimentules para cantidades
oque oscilan entre los 2 y los 20 miligramos, de cada deido.
1a identificacién se €fectia per adicién de una cantidad

igual a la muestra,del Acido pure supuesto. Iz megzola de este

con el dcido elufdo desconecido se analiza en otra columma
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de particién.
1a recuperacidén de los dcidos varia entre el 93 y el 105%.
En etru publieacidn (J.Assec.0ffic.Agr.Chem.31,164,1948)
1os mismes autores intentun separar m~butirico de isedbutirice

con mediane resultado.

°
« Separation and estimation of saturuted C, - 0, fatty acids
by buffered partition cojumns.- ¥V.Moyle, E Duldwin and
R.Soarisbrick. BioochlJ. 43,308,1948.~

Ia novedad fundamental ceonsiste en el uso de un solvente
fijo de pH regulade.

Utiliza como solvente mévil mezelas de n-butunol y clero-
forme (1,10 y 30%), come sopdrte dcido silicico preparade
segin las indicacienes de Gordon, Martin y Synge ¢ de Isher-
wood, ¥y como reguladeres de pH soluciones 2¥ de ro4gzx ’
POHE, ¥ PO Ky

1a preparacion de la columna se hizo de 1la manera habitual
moliendo el dcido silfcice con el solvente fijo, suspendién-
dole en selvente mévil e introduciéndole en una columna,

18 indroduccién de los dcidos tumpeco difiere de les etreos
métedos.

Se estudia el efecto de 1la concentracién de "buffers®,

Se desoribe el método de titulacidén de les doidos elufdos

eon mierobureta y solucién 0,005 N de hidrdmido de potasio.

1os resultudos, visualizados con profysién de grificos,



muestran oue el c1 se separa del c6 pero ne del c8' C, ne

9

se separz de Cq ni de C,.. 1os isémeros del 4doide valerid-

10
nice se peparan parcialmenite.

Los autores estudian tamblien algunas de las cendiclenes
experimentales (preparacién del écide eilfcico).

Se recuperzn los dcides en eantidad suficiente para
preparar los derivados caracteristicos.

Se obtienen resultados éptimos en la separacién con

cantidades del erden de 0,1 xmel de ¢/foido.

o The estimation of futty acids of intermediate ehain
length by partiéion ehromatography.-~ M.H.Peterson and
H.JoJOhnSmo :OBiOIOCh.mo 174.175.19‘80-

Utilizan come fase movil tiofeno, skellysolve B, butanel

y cloroferme., 1a fase est.cionaria estf constitufda por

doide sulfuirice 27 a 35 N.

Separe de esta manera los £cidos desde Cl hasta C10°

El error mixime de la determinacidn ds del orden del 8«.

4

« Adsorptien of low moleocular weigth fatty aeids by an
aotivuted echarcoal. Use of chromategraphy to ebtain
adsorption isotherms.~ P.H.Max Nestler and H.G.Cassidy.
Jouochemosoco.?z. 680’ 1950.‘

1Los autores separan utilizando un = porte do earbon ac—
tivudo dcidos férmice, aedtico y butirice.

El trabajo estd completado por una dismsién tedriea
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= Chromatographie deparation of the saturated 02 - C
acids from a single small simple.=- D. Fairbairn anﬁ

R.P.Harpur. KRature, 166,789,1950.~

fatty

Los autores trabajan con dos columnas gue se superponen,
El soporte es deido silieico y la fase fija agua. Ia columna
superior tiene Alphumine Red R cemo indiecador, y la inferior
verde de bromooresol.

cB - 06 y 0’ atraviesan la primers eoluma. Al lleger 1a
banda de C 4 ambas columnas se separan y se prosigue la cro-
matografia en las des columnas separadas,

Utilizan como solvente mévil mezolas n-butanol/cleroformo.
Los resultados permiten apreciar ow 08 Yy C, N0 SONn Separae

T
bles, ¥y 06 y 01 son mal separados,

o

« Patty acids analysis by partition Chromatograpky - J.Boldin;
RGOOTrQChiB0699247’19500-

El solvente estacionarie se fija sobre elastdmeros sinté-~
tices. Se hace particién cromatogrifiea usando benoeno como
solvente fijo, adsorbide por caucho vuleanizade. La fose mé-
vil es un solvenfe fuertemente polar (Metanol-pcetona-jpgua en
properciones variables)., Este Slistema permite efestuar micro-
determinacienes de N-écides grasoe satureados desde 06 hasta
Cyg¢ Tambien se pueden separur hidroxideidos de sus mezelas

oon N-dcidos grasos.



= The chromatogx.phie estimation ef acuecous solutions of
acids.= WeS.Wise. The Anﬂlyﬂt 16,316,19510-

El autor elimina la transferencia de les dcidos a un
solvente antes de su colooueién en la columna, mezclande
una parte alicuota de su solucién acuosa con una pecueila
euntidad de silieagel. Luego lo agregns a la columma,

1a alicueta usada puede econtener alrededor de 0,001 equi~
valente de dcido total,

Une muestra de los resultades obtenidos sefiala que se
colocS en la eabeza de la columna 28,1% de deido butirico,
15,6 £ de f£cide prepiémice, 39,1% de deido deético y 17,2%
de dcide férmico ebteniendese respeetivamente 28,4% ~ 15,14 -

39,5% ¥y 17,1%.

-— °

= On the ehromatogx phie determination of the volatile fatty

acids C, 8 O, e~ HeJ.Nijkamp. Analytiea Chimieu Acta, 5,325,

4 10

1951.~

Ia desoripcion estd basada en el principio de Ramsey ¥y
Patterson, Utiliza un sistema silieagel/metanol/isoectano,
con verde de bromoeeresol come indieador intsrno.

El autor da tambien informacidn sobre un métédo par:

preparar sillieagel,

= Partition ehromatography ef aliphatiec acids « vVandenheuvel
’ Hay'e'o- m100hm024.9w,1952.-

Utilizan dos columnas con cantidad distinta de fase esta-
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cionaria. En la columna menor determinan cl a c6. En la moe-
yor 02 a 07.

Ia fase estucionaria estd formada per metanol y la fase
inerte por &cide silfcico, Esbozan uwn procedimiente para
preparar la fase estacionaria,

Utilizan un colsetor unide a la columma, proviste de agi-
tador magnétice y microbureta.

La determinaciin se hace por medicién del tiempo ocue tur-
da en decolerarse una determinada eantidad de dleali, coleca-
de en el celector, al llegar las fraeciones dcidas del elufdo
‘ Iuego se traszan eurvas de ¢t en funcidén de v,

= Chromatographie separation of fatty écids,- Teruzo Asah xa,
Yoturo Kenishi, Yusuke Kinoda and Minofu Mashino. J.Chenm,
Soe. (Japan).Ind.Chem.Se6.%4,70,1951,~

Ilevun a eabo la aseparucién en columnas cen Mgo, C80 ¥y
Alzo3 come medie adsorbente. El M0 ¥F el Ca0 se mezolan con
etanel y alumina para formar la fese estacionaria, Se mez-
cla luege con eter de petrdleo y se llenan las colummnas, La
combinacién de Mg0 y CaQ da mejeres resultudos qus euda éxi-
do actuande sele. Separun mezolas de d£eides gruses satura-

des de G, @ Gy ¥ ne saturados del misme niumere de dtomes de

4
earbeno y de diferente grade de saturaciénl




= New solvent system for separating monocsrboxyliec acids (02
%0 C, ) and dicarboxylie acids (C, to C,,). Vliadimir ghi-
novsh. An‘l ochem.27’764.1955.~

Se estudian columnas de 4cido shlicice eapuses de separar

cuantitativumente todos los dcidos saturados de c2 a 014.

Eetas columnas separan £cides cue difieren en dos dtomos de

earbono en el yango Cip 8 Chp ¥ todlos les dcidos earboxylicos

Se utiliza come fase estacionaria un sistema Metileeleaolve
agua, y como fase m6vil Skellysolve B, K-butileter ¢ mezelas
de ambos solventes,

Se desoriben amplismente aparates, proeedimientos y se dis-

euten los resultados ebtenides,

. .
= Chromatographic separation and determination eof atraight-
ehain saturuted monocarboxylie aeids ¢, through c1 » and

diearboxylie acids °11 through 016'- G.B.COrcoran, 1,

Chen, 28,168. 1956.-

Un médximo de 35 mg. de deidos totales en eleoroforxe son
pipetendos a la eabeza do la columna, formada por dcide silie
cico, de 18 600 mm, con una fase estucionaria de glicina a
PH constunte. Se recogen frucciones de 10 ml. con un total
de 200 ml1l de eada eluyente, que consiste en seluciones deo
N-butunol a1l 1, 10 y 25% en cloreforme, Cada fruccién se ti-
tula con solucién de hidrdxido de sodie 0,03 K ¥y purpuraeresol

como indicader. Cuando la f.ise estacionaria tienc pH 2 se se~-

parun c1 - 02 b 4 03. A pH=8p4 se separan 04 - cs b 4 cs. A PH



se seporan ., 8 C

20° Se usan, en consecusneia, ) columnas,

7

- 0
Discusion de las técnieas descriptas,
Las técnicaus eeonir:das en la bibliohrafia nos permiten
llegar a las siguinetes conclasionesg
a) Los métodos aecenibles y ficiles de desarrollar en labo-
ratorios por personas poce experimentadas no dan en gene=
ral resultados aceptibles e son limit.das a unos pecos dciw
des (Elsden, Ramsyy y Fattersen I)
b) Otres métodes aleunzan & dar una informacidn cusntitativa
de la composicidon de mezelas de dcidos arusos,pero adolecen
de incenvenientes varios, como sery 1) Técniea ambigue para
la preparacidén de la fase estacionaria (Rumsey y Patterson II,
Kijlamps El ealor liberado en la adsorzidn del metanol per el
dcido silicice proveea una fécil evaperacion del selvente, y
una impertante dificultad en lu preparacidn de una fase estu-
cionaria constunie); 2)Instrumental complejo (Vandenheubel; so
luciona parcialmente el problema de la evaporacidn dd metunol
pero en cambio propene una técniea guya efieucia eos dudosa y
el uso de un instrumental cuya preparacidn lleva mucho tiempo)
3} Uso de indieadores extermos e titulacién de las fracciones
eluidas (Isherwood, Moyle, Corcoran; el grun numero ds ti-
tulacienes puede conducir a un error consideruble en el resul-

tado final y el use de indieadores externos »renueva el incen-
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veniente de la complejidud instrumental),
¢) Un tercer grupo de métodos incluye la oromatogmm fia de
particién gas-1{quide, de notable eficacia, pere me
requiere un instrumental moderne muy costeso, dificilmente
accesible al experimentudor,
Se intenturd por lo tunto encontrar un método, e modificar
alguno de les existentes, para legrar la mayor simplicidad
pesible en su desarrolle y en el instmumental, dundo al mis-
mo tiempo resultades cuuntitatives,
La simplifiwncidn se buseardi fundumentalmente eng
A) Preparacidn de la columna con sustuneias peco voldtiles,
B) Uso de indieadores internos pars evitur titulacidn de
fraucciones e ins%trumental complejo.
¢) Tcniea sencilla
D) Materiu prima asequibls,
E) Determinacisn de condiciones invariubles de trabajo.
Ademds se tratard de logrur 1la elucidn del dcido férmico
y eu titulacidn direeta, problema no resuelto en las técnieas

descriptas,
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EXPERIENCIAS DE ORIENTACION: USO DE AGUA Y
ETILENGLICOL COMO SOLVENTE PIJO

peterminacidén de R

El uso de etilenglicol se recomienda en la primero parte
de este trabajo por ser menos polar que el agua. Se procura
de esta manera lograr la elucién de los primeros términos, es—
pecialmente el dcido férmico, que en los métodos publicados
queda d' tope de la columna., A su vez se trata de aumentar la
polaridad de la fase mévil por agregado de un alcohol (buta-
nol, pentabol, eto.) en proporcién variable.,

Se tratard tumbien de usar indicador interno para evitar
la titulacién de las fracciones que supone un error importante
en la determinacién total.

Siendog
A, Area de la fase mévil

As Area de la fase fija

A+ Area de la seccién del tubo

—P_‘AL*OAAS
R AL' VL - Th,
A Th T TRaC
Vs _ _Ms
A== hds

- Vs __ W

VL+"'"°( Lo+ otVs

Ve =V = (Voup + Vi + V5. ma)
yL =Vt - (ms i #Vu,o +Vg. 5,)3) ——Q
fiae * V5842

V\." 0‘1\’5
v
De esta manera, conocieﬁho los valores de o< para una

sustancia entre varioas solventes, puede determinarse R.
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¢alores de R determinados

Acido I II III IV
Acido butin co 0,98 1,16 0,50 0,71
Acido valeriémico 1,08 1,30 0,76 0,79
Acido eapriico 1,31 1,58 1,00 1,10
Acido caprilico 1,42 1,72 1,15 1,16

I~ Pase estacionariag Agua - Fase mévily Eter de petr.(PE.60/70°
¢

II-Fase estac.: Agua - Fase mévil; eter de petr.-n.butanol(98/2)
v/v)
III- Fase estacionaria; etilenglicol - Fase mévil; eter de petrd
leo (P.E.600-T70°C)
IV- Pase estacionaria; Etilenglicol - Fase movil: Eter de petrd-
leo - n.butanol (98/2 v/v)

récnica utilizada

Ia preparacién de los diversos elementos constituyentes de
una columna de particidn se hizo en base a las numerosas des-
cripciones bibliograficas existentes (21-22-31-43 )

a).Preparacién del soporte.,= Se coloca en un mortero Acido Si-

1{cico Mallinckrodt (810,.xH,0 - 100 mesh) y se le agregs
gsolucién de indicador enm proporcidén 5/2,5 aproximadamente. Se
muele hasta tener una masa homogénea de color verde azulada.
Se agrega solvente mévil hasta cubrir totalmente el dcido si-
licico,

b).solucién de indicador.~ 1) 0,2% de verde de bromocresol que

contiene 17,4 ml de hidréxido de sodio en solucién 0,1 N,
por 100 ml. de solucién. ii) 0,2 % de verde de bromocresol en

etilenglicol, mds 2 § 3 gotas de hidréxido de amonio al 5%, has-
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ta viraje neto,

¢} .Solvente mvil.— Se utilizé en general eter de petrdleo (fruc-

cién 60°-T0°C) con proporciones variables de n-butanol (1 a
10% v/V).Tambien se hicieron experiencias con cloroformo,

d) sPreparacién de la columna.~- ILa suspensidén del soporte, con-

tenido en el mortero se vierte cuidadosamente en una columns
de particidén, constituida por una bureta comin, de 25 § 50 ml,
de vidrio blanco, qgue tiene en su interior, en el fondo, un
pequefio trpzo de algodén cuyo objeto es servir de sostén a
soporte. Se arrastra con solvente mévil toda porcién de la fase
estacionaria que pueda haber quedado adherida a las paredes defi
tubo, Se llena la columma con solvente y se lo hace pasar, hasta
que llegue al nivel del soporte, aplicando una presidn convenien-
te (del orden de 0,2 - 0,3 atm.)

e) .Desarrollo del cpomatograma.- Se hace pasar dcido léurico,se-

gin la técnica de Elsden, con el objeto de estabilizar la co-
luman.Se coloca el 4cido, o la mezcla de dcidos, disuelta en el
solvente mévil, mediante una pipeta, en la cabeza de la columna.i
Se arrastea con cantidades mfnimas de solvente (0,2 & 0,4 ml.)
todo que pueda guedar en las paredes y se aplieca presién has-
ta que el 1{mido llegue exactamente al nivel del soporte.

Se repite la operacién con 1 ml. de siveente y luego se llenaj

la columna con el solvente que corresponda.
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BEn las experiencias preliminarcs se utiligd una ecantidad tal
de soporte gues ocups un volumen de 20 cn3 en la columna de par-
ticién,

Se usl etilenglicol ecmo solvente fijo y eter do petreoleo
saturado cen etilenglicol, como solvente mévil,

El primer ensayo oconsistié en una separacién de acidos propio.
nieo, butirice y caproico. Se colocaron aproximadamente 10 mg.
de oada uno en solucién 10%. Se formaron 3 bandas amarillas
petfectamente definidas. La titulucidén de las fraceiones reco-
gidas hasta terminar el pasaje de la zona coloreada se hize
con solucién de hidréxido de sodio 0,005 N £=0,9895,

T_ Experiencia 1 ‘ Exporienoia 2 ! ©Experiencia}

Acido lelado‘mtorico Hallado ' Teorico ﬂallado Teorie®
@6.,HON& 6Cc,HON& ©0.,HONa ©0.HONa co.HONa CC +HON!
Acido eaprilico, _ | _ ) (t 15,70 (15,74
Acido eaprdico ?15123 i 18, 05 5 1 18,02 j_? 33'1 18,00

Acido but{riee :20,02
Acido pr0p16n10624,30 )

22,73 .21, 30 ﬁ; 22,77 19,40 22,72
27,05 24,92 i 27,10 25,40

e L T L S P I RS I

_+~

Se adviemte on estas experiencias preliminares quse no se pro-
duce separacién de les acidos eaproico y eaprilico. Esto estd
de acuerdo con las observaciones efeotuadus antes de los valo-
ros de R. Is sepuracién do las restantes fracciones ss acepta-
ble considerando que se trata de experiencias de orientacidm.

Se utilizd t.mbien cleroformo como solvente mévil., La sepa-

racién fué defeoctuosa por la excesiva difusién de las bandas,
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DETERMINACION DE LOS VALORES MAS ADECUADOS DE LAS VARIABLES

. sioz.nﬁgo sigg.nHzo
Relacién Ho0 y Etilenglicol

Relacion Relacidn

sioz/Etilengl. Observaciones sioz/Hzo Observaciones
5/sol.etet no se forman bds 5/sol.eter nose forma bdas
5/0,5 banda difusa 5/0,5 banda difusa
5/1 banda difusa 5/1 banda difusa
5/2 banda nitida 5/2 banda difusa
5/3 banda nf{tida 5/3 banda nitida
5/8 banda nitida 5/8 banda nftida

Ia proporcidn relativa de agua debe ser mayor para formar una
banda nftida que la de etilenglicol.

Experiencias con relaciones soporte/solv.fijo varias

Separacion de mezclas C_-C -C

3
|Relacidn SiQo/Et.Gls5/2 8i0,/H 03 5/3 Sl Bt.Gl:5/4 |
Grafico n° A Gralico no 2 ico .103
Progresidn Sol.HOK | Progresidn Sol.0HK Erogresion Sol.HOK
eluido 0,025 N elufdo 0,025 N eluido 0,025 X
titulado usado titulado usado titulado usado
2z 0,00 5 Uy 10 3 0,30
4 0,30 10 0,32 6 0,35
6 1,10 15 0,45 9 0,45
8 4,32 20 7,20 12 0,85 !
10 0,40 25 4,55 15 9,05
12 0,30 30 1,90 18 4,15
15 0,97 35 0,90 21 4,05
16 1,58 40 0,65 24 2,58 |
18 1,65 45 0,32 27 1,90
20 2,00 50 0,18 30 1,50
22 1,20 55 1,85 33 1,12
24 0,95 60 1,92 36 0,75
26 0,85 65 0,87 39 0,80
28 0,99 70 0,63 42 0,70
30 0,80 75 0,45 45 0,65
32 0,70 i 80 0,50 48 0,55
34 0,55 85 0,48 51 0,50
36 Q,50 90 0,47 54 0,45
38 »,45 95 0,50 57 0,35




47
52
57
62
67
72
17
82
87
92
97
lo2

-y v

0,92
0,70
0,75
0,85
1,10
1,25
0,95
0,90
0,87
0,85
0,80
0,80

-y g

110
115
120
125
130
135
140
145
150
155
160
165
170
175
180
185
190
195
200
205
200
215
220
225
230

Voo

0,35

0,20
0,18

0,10

0,20
0,20
0,20
0,20
0,20
0,25
0,20
0,35
0,35
0,30
0,45
0,55
0,70
0,70
0,75
0,75
0,85
1,05
0,83
0,75
0,60

~

LR
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Se deduce que la separacién de los cidos ecaproico, butirico
¥y propiénico no es completa en las condiciones expuestm®s. Con
agua se logra una separacién aparentemente aceptable.
Con la relacién 544 no se separan @g y Cg.

El agregado de acido valeridnico en este Ultimo caso, impide
tambien la separacidn de los componentes de la mezcla (04-05-06)‘
Se trabajé con columnas de 5g. de Acido siticico en 4 caso

del etilenglicol y de 6 grumos en el caso del agua.
PH
Se puede establecer con alguna aproximacidém el pH adecuado

para la cromatografia de particién de dcid s graso s{Casoz)
Siendo 0(7"3 Coel'—de rarTiCién. de los acidos A\.,B

%(4 Y -E—B (1 i es aconsejoble rH alte (v
A
,f:?.(_t%(i " " pH Lﬂjo ()
K& (;-‘:’ 1 " FH alto ()

Se hicieron ;;periencias qus comprobaron lo expuesto(z)
Utilizando columnas de Acido Silicico/Etilenglicols 5/2 se
separaron G, - C3 - C, = C¢ » Se trabajdé con 10 mg. de cada uno
aproximadamente.

Conclusiones:

PH > 7 (aprox.8) C, - 03 - 04 se separan con difusién exagerada.

PH< T (aprox.6) : c4 y Cg no se separan, siendo el pasaje de los
dcidos mds rdpiaas,

Madaracidn

El ensayo se hizo con dos columnas preparadas de manera si-

milar a la experiencia no 2



Columna 1

Bin maduracidén

maduraciéng

2 Hora

—_——————

Los limites de las bandas son mfs nitidas en la columna 2.

Separaciones varias de &cidos grasos con

el sistema SioanHangzo/Eter de petr-butanol

Mezclas binarias

Mezcla gi aprox. 43-18mg gi & rox. 45mg - (C:; aprox.|Sme.
Solv. | III-hasta 16ml.| III III
Grafico “‘II:gggggmlé‘g;’ 6 '"f
Progr. Progr. | 71 tulo Progr. Titulc
eluido |c¢/fracc. elufdo' ¢/frac. elfido | c¢/frac,
titul. | sol.HOK titul. s0l.HOX thtul.! sol.EO:
_‘-9.11!_.__},3 (0,02 N _{ 3.-....*....0.,02 N } l 0,02 T
em” ,,cm?__.__i .em’ _ cm3,
2 2 0,10 2 0,12
4 4 0,10 4 0,10
6 6 0,12 6 0,12
8 8 0,12 8 4,05
10 0,10 10 0,10 10 2,50
12 0,08 12 0,15 12 2,00
14 0,10 14 0,10 14 1,48
16 0,13 16 0,20 16 2,10
18 0,15 18 0,32 18 2,07
20 0,12 20 0,52 20 4,10
22 0,13 22 1,25 22 3,42
24 0,13 24 3,00 24 3;02
26 0,12 26 2,13 26 1,45
28 1,05 28 1,50 28 0,32
30 5,10 30 1,02 30 i 0;17
32 2,89 32 0,701 | 32 ' 0,12
34 0y42 34 0,4C 34 0,10
36 0,10 36 0,28 36 0,12
38 0,10 38 0620
40 0,10 40 0,10 . 5 | Cy
ﬁ i o, :Il.z 4."5.; 0,12 Tedricoy . | _
- 0,10 4 0,12 A
46 0,12 46 8,05 | Holladog — = _




RELELY

0,20
0,27
0,18
0,15
0,14
0,14

Cs

Cs

Pedrico 1083

9,84

Balladoy 10,08

adh |

!

1
[
!

BasREIFAINIBRLRBEREY
&
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|
!
i
i
!

. A
Tedricos (g3 [1s,31

Bulladeg |48 [ 15.20
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¥rozr. Tituloe Frogr. Titulo Progr. T talo
elufdo c/fr c. elufdo e¢/fr.c, elufdo e¢/fr:c.
titul. sol.HOK titul. 801.HOK | titul. sol.Ho¥
,f 0,02 K 0,02 N 0.02 §
. om3 cn§ om3 em3 | omd ;m3
2 0,18 2 0,10 5 0,21
4 219 4 0,13 10 0,27
6 1,72 6 0,10 15 20,56
8 6,§0 8 0,12 20 3,30
10 0,p4 10 0,12 25 0,62
12 0,33 12 1,20 30 0,42
16 0,12 16 2,02 40 0,12
18 0,50 18 1,47 45 0,12
20 1,25 20 0,67 P
22 1,00 22 0,40 6 8
24 0,97 24 0,35 No hubo
26 0,92 26 0,22 separacion.
28 0,73 28 0,21
30 0,57 30 0,18
32 0,44 32 0,25
34 0,26 34 0,12
36 0,22 36 0,13
38 0,19 38 0,10
40 0,15 49 0,12
| °¢ S ¢s  Cg
i fedricos 588 8.2 | Tedrico L
l . ! }No huhiS'fvsnacu.‘m1
Halludoy S6 849 Hallado

La separaci dn de C, YC3 ¥y de Cy - 04 es muy buena. Ia recu-

peracion de los dcidos proporciona resultados cuantitativos.

ILa elucidn se hace muy bien con el solvente III para mezclas

de 03 y 04, y con solvente IV para C

2.

Mezclas de 04 y 05 se pueden separur utilizando una columnsa-

mayor mie las indicadas, ILa experiencia 7 prueba ocue conviene

eluir 05 con solvente I y continuar luego con solvente IIT.
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¥ezulas de 05-06 y 06-08 no 80 8eparun,
1os solventes utilizados se hun denominado nsfe
I - Bter de petroleo (fruccidn de 60°-70°C)
II - Rter de petrdleo-n.butunol (99,5/0,5 v/v)
III - tter de petrdleo-n.butinol (99/1 v/v)
IV - Bter de getrileo-n.butunol (95/5 v/v)
Se efectul t:mbien una experiencis en nue me recogieron las
fr.ccionez de elufdos huut. cue termind de pasar la danda (vi-
su.:1izado por el indicudor intermo).

Mezelu de dcidos propidnico R vutfirico

Sovorte usados 6 gruiwos de ded - R s:licioq
T

acido Titulo de la reso Peso
fraceidn reco- del acido del acido Recupe-
&idsre0l HORa corre:iron= | coloecndo en rado
0'01 R f81.026 diontﬁ 18 c°1ﬂnma
ond ng ng £
L% 20, 61 |28 17,38l 00T
18'52. 13.9 13 83 100,5
"'-"r—‘-"ﬁ-‘lm‘ T Gl Sk SRS AR 1Y 3R P BT Gt *"*H——’" - faaianls

Jepurucidn de mezclus ternurius

Se puede observur en lus tublus de lu pug. 42 y en los gr'-
ficos n® § oue lu separ.icidn de Cz = Cy = C, @s total,
como podfu preveerse del trutumiento da mezclas dinarias.
Kezclas de 03 - c4 - c5 88 sepuriun corregtumente,

EKezelas de C, - 05 - 06 86 @eparin purcialmente, 05 y c‘

pusan jJuntos. L: bunda del dcido butirico es :acuf mdis neta
rue ne los diugrumue de mezclas binuriug, En ests experein-
cius se utilizé unu columna muyor, lo cuul confirma 10 ex~-
puesto unteriormente (Pa9140).

La sepur.cion de c5 - 06 - ca @3 irregulur, Utilisando
una columna lofgu 1a difuuidn es grunde y se obtienen resul-
tuados imprecisos coro el de la experiencia n°ld . "1 1la co=-

lumna es menor no huy separuciin.
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Nezeclu 02 - 03 - 04 03 - 04 - 06
Solv. n%-g: goaazgoﬁ' n?g; goaa3gsm;]£1
IVedesde 40 ll.. IV-desde 95 ml.
Grificq & 9
Progr. Titule Progr. Titilo
elufdo o/fruc. eluido o/fr.c.
titul. 80l1.HOK titul. s0l1.10K
0,08 KX 0,02 X
om’ cnd | on’ enl
5 0,20 S 0,10
10 0,18 10 0,12
. 15 0,16 15 0,11
20 0,15 20 5,75
25 0,17 25 2,85
30 0,88 30 1,83
35 0,67 35 0,58
40 0,65 40 0,45
45 8,50 45 0,55
50 1,2% 50 0,37
55 0,30 55 0,32
60 0,18 60 0,22
65 0,17 65 0,28
70 0,18 70 0,70
75 13,50 75 0,93
80 0,65 80 3,72
85 0,35 85 3,60
90 0,32 80 0,52
95 0,20 95 0,28
100 0,22 100 0,20
105 0,55 105 0,70
110 17,20 110 6,35
115 0,96 115 1,90
120 0,52 120 0,42
125 0,22 125 0,38
130 0,18 130 0,23
135 0,12 135 0,17
140 0,12
Tedrico Hallado 145 0,15
ml HQK 0.02N 150 0,17
cz 9.us 19.04
C3 Js.22 i5.48 Pedrico Hullado
Cq MQ .32 o3 9.20 9.34
Cq 9.3 9.2%
L_ES 11.65 44.83_ B
Cs 997 4012
Cy Y22 ¥.60
C.. {468 15.39

03 -0, - 06

f-hasta 150 ml
IV-desde 150 ml

40
Progr. T{tulo
eluido e¢/frie,
timlo sol +HOK

0,02 W
ol om)
S 0,10
10 0,32
15 0,45
20 7,20
25 4,55
3o 1,90
35 0,90
40 0,65
45 0,32
50 0,18
55 1,85
60 1,92
65 0,87
70 0,63
5 0,45
80 0,50
85 0,48
90 0,47
95 0,50
100 0,42
105 0,3%
110 0,35
115 2,23
120 0,20
125 0,18
130 0,12
135 0,15
140 0,15
145 0,12
150 0,20
155 0,25
160 0,40
165 7,22
170 1,83
175 0,50
f 180 0,32
185 0,28
190 0,20
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Mezcla 04 - 05 - 06 5 04 - 05 - 06 c5 - 06 - c8
Solvente I-Hasta 20 ml 1T I-hasta 30 ml.
; II-desde 20 ml i III-desde 30 ml
Gréfico f 44 5 12 13
‘Progr. Titulo ' Progr. Titulo | Progr. Titulo
eluido cefrace. ; eluid® c¢/frac. | elufdo e¢/frac.
titule 8S0l.HOK ; titul. ;ol.HOK titul. s0l.HOK
0,02 N 0,02 02 K 0,02 N °
i cm3 cm} cm3 _°m .p.¢E3 “9m3 i
1 5 0;12 5 0,16 5 0,18
{10 0,13 10 0,14 10 0,10
i 15 0,12 15 0,13 15 0,12
| 20 0,14 20 0,13 20 6,40
i 25 0,18 25 7,32 25 9,83
¥ 30 0,75 30 3,99 30 4,50
t 35 0,88 35 4,23 35 2,45
40 6,23 40 3,18 40 1,30
45 3,18 45 2,90 45 0592 !
50 2,95 50 2,17 50 1,03
55 3,25 55 1,63 55 0,49
60 3,62 60 1,10 60 0,45
65 3,18 65 0,75 65 0,33
70 1,23 70 0,59 70 0,68
75 0,57 75 0,56 75 0,27 |
80 0,32 80 3,23 80 0,32
85 0,27 85 2,01 85 0,53
90 0,22 90 0,93 30 0,65
100 2,30 100 0,68 100 1,17
105 2,74 105 0,47 105 2,22
110 1,49 110 0,43 110 1,73
115 1,19 115 0,22 115 0,35
120 0,79 120 0,16 120 0,18
125 0,54 125 0,17 125 0,17
130 0,38 130 0,16 130 0424
135 0,27 135 0,18
140 0,24
145 0,14
| 150 0,15 -

Sepatacidn de mezclas de mas de tres componentes.

Se efectud el ensayo con una mezcla formada por 4cidos

acético, propiénico, buti{rim , valeridnico y caproic .
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Se utilizaron como solventese hasta 20 ml de elufdo solvente
I, y desde 20 ml, hasta terminar solvente III.,

Los resultados, no tabulados, pueden verse en el grdfico

Se confirma gue los cinco primeros términos pueden separar-
ge facilmente, El dcido valeridnico no se separa de dcidos
caproico y superiorese.

El método de Ramsey y Paterson modi ficado ligeramente
segin la técnica expuesta se puede utilizas® con las limita-
ciones mencionadas,

Cabe mencionar cue no conviene trabajar con cantidades
superiores a los 20 mg. de cada dcido y me el decido for-
mico no se dezpiaza convenientemente, ouedando a la cabeza
de la cojumna,

Es necesario determinarlo por diferencia, o en una fraccién

alfcuota por el método de Hillig.({25).



4q

DETERMINACION DE R PAR4A VARIOS PARES DE SOLVENTES

T S * SN * * v v
Acido cdprico - g',_ 47 V- |- __[1,1_7
Acido caprilice r“~1’-42'"--—.‘" 1,15 1,72 | 0,71 1,00
Acido caproico L__}lggm__%_";,oo 1,58 i, 0,79 0,78
Acido valeridmico| 1,08 ,9:Zﬁu_w”1-39"_-i__?.lo--(°’64
Acido butirico | 0,98 0,50 1,16 | 1,46 0,46

';—‘”v'i‘""‘]-- --.vII,-“ ‘;_VIII ‘l . ‘;[x_ ~ x ‘_II r
scido cdprico | 1,15 -l - 3,36 11,30 -
Acido caprflico | 1,05 . 1,48 -, 1,60 1,12 1,03 - .

Acido caproico L“93Zﬁ"_j 1,45 1,50 _j 0,83 |0,74 -

Acido valeridnicol 0,63 1,31 <+.O ,88 \ 0,35 | 0,54 -
Acido butirice = 0,43 1 19 "o, 82 Diqu. 0,39 mi

___.____.J' e e o n -..._L....--,- P 3

Solventes usadoge

Fase estacionaria fase m6vil
I Agua Eter petrdleo (60-70)
. II Etilenglicol Eter Petr6lé3'(60—709
T III Agua Eter petr.fh—butanol (98/2
v Etllengiiééi“*—“—_ Eter Petf./h-butanol_(98/2
v Metanol “&—'Eter-dewﬁetraléb'960-70)
i:j%i"_EWW“WH“ Etanol 1 Eter de petroleo (60-70)
i VII Glicerina  Eter de petréleo (60-70)"
VIII Agua Eter petrol/®enceno (98/2)
TIX 'm”m~“fropilengliédl'—im Eter de petrdleo (600—700)
X Fropilenglicol | Eter petr./n-butanol(98/2)
| XI Ritrometano } Eféf de p;fioleo—f600-700)

De los datos cue anteceden se desprende me el uso del

propilenglicol como solvente de la fase estacionaria puede
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dar las mejores separaciones. Se observa owe los términos
superiores son poco afectados en au valor de R por agrega-
do de n=bubanol, pero los términos inferiores tiemen R mayor,
es decir que la elucidn es més rdpida y posibilita el dea-

plazamiento del dcido fdérmico.

5

El agua da velores muy préimos de R para 04 y C- ¥ para
Ce ¥ Cge

El etilenglicol parece ser un solvente adecuado, aunaire
da diferencias menos pronunciadas de R entre los distintos
dcidos, y es menos afectado en los términos inferiores por
el agregado de n=butanol,

En los casos restantes los /\ R son escasos (glicerina)

0 la difusidn ea muy grande (-igi—» en la cola es mayor ow

a .

T ) ¥ la separacién es dificil (nitrometano, etanol,metan

De acuerdo con los resultados obtenidos en la determina-
cién de R se hicieron ensayos de particidn cromatogrdfica.

se utilizaron codummnas que contenfan 5 grzmos de dcido
gilicico como Base inerte., El solvente mévil empleado fué
el eter de petrdleo (fraccidn 6§o-700C).

ILos resultados pueden observarse en las tablas Nos.llL| a
{9 y en los grificos correspondientes. Estos resultados

pertenecen a las experiencias mds representativas,
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!
solv. Fitrometune Etilenglicel Net nol
fijo
grifio Al LS 16 |
Progr. T{tule lpProgr. ®{tule Frogr. f{tulo
eluideo c/rr'd.. .Md‘ ‘/frv‘c . l\lido °/m°o
titul. sol «HOK titul. sol «RB0K . tul. ol om‘_.
0,0¢ X 0,02 N 0,02 »
n’ G:S en’ cn’
3 0,18 2 0,12 2 0,08
6 0,12 4 0,13 4 0,07
9 0,33 6 0,10 6 0,08
12 0,35 8 0,23 8 0,09
135 1,60 10 1,28 10 0,10
18 6,51 12 2,44 12 0,10
2 3,62 14 $.13 14 0,08
24 1,99 16 1,20 16 0,07
n 0,87 18 0,69 18 0,08
30 0,43 20 0,53 20 0,08
33 0,96 22 0,38 22 0,09
36 1,56 24 0,15 2¢ 0,37
39 1,46 26 0,17 26 4,72
42 1,25 20 0,13 28 3,93
45 0,92 3 0,43 3 3,70
48 0,89 32 6,73 32 2,15
S1 0,47 k7 ) 2,17 34 1,63
54 0,35 36 1,23 36 1,0%
57 0,15 38 0,73 38 2,17
60 0,22 40 0,28 40 3,23
63 0,1% 42 0,22 42 2,55
66 0,17 “ 0,17 44 2,20
69 0.1% 46 0,12 46 1,77
7 0,17 ) 0,33 50 1,38
78 0,27 82 0,36 52 0,89
81 0,59 54 0,9 54 0,65
87 0,96 58 1,77 58 0,22
90 1,30 60 1,34 60 0,63
93 1,18 62 0,98 62 0,9%
96 0,97 64 0,65 64 1,33
99 0,74 66 0,33 66 1,84
192 0,69 68 0,23 68 1,77
105 0,48 T0 0,16 70 1,60
108 0,35 72 0,17 |72 @ 1,34
11 0,24 T4 0,1) T4 1,12
114 0,16 76 0,14 76 0,89
e 117 0,17 78 o,11 T8 0,60
120 0,14 80 0,12 80 0,73
Yedrice hullade fsérico Folludq 82 0,56
0y Y.2f .05 6y 682 ¢.50 g: g-g
e, ©3 6.8k ¢, lofo 10.8Y :g g:g
. 0.80 . 2
Cs 15.02 L.58 c‘ 10.9¢ 4 ¥e3iTo0 Hollade
g‘ No ‘) . !
cz sefdrdciob
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flezcla C, = 05 = Cg Cy = Og = O¢ c4 - Cg = Cg
so;zso Etanol Propilengliceol Glicerina
gréfico 17 48 —
Progr. Titulo Progre..Titulo Progr. Titulo
eluido c/fruc, elufdo c/fr:c. elufdo c/fric.
titul. s0l.HOK titul. so0l.HOK titul. ©0l.HOK
0,0Q5K 0,005 N 0,005 N
om’ cn9 on’ emd om3 ;_ng i
2 0,15 2 0,20
. 0,18 4 0,17 : g'ig
8 0,17 8 0,19 ’
10 0,18 10 0,20 w
12 0,18 e 18 13'75
@O0 0GOS Ssco0 } 22 849
26 0,58 20 5,32 24 111
28 3,42 22 3,10 Py 3'6;
130 10,03 24 1,18 28 el
32 6,05 26 0,90 3o 5’31
134 2,04 28 0,84 32 2'49
i36 7,23 30 0,69 34 1'7
38 8,15 32 0,66 3¢ 1'es
‘40 3,75 34 C,50 ’
42 1’18 b 36 0’38 0escocsoscoece
44 1,08 ! 38 2,18
46 0,96 40 5,90
48 2,67 ) 42 2,88
'50 6,45 44 1,10
52 4,12 46 0, 64
54 2,22 48 C,45
56 2,08 50 0,32
58 1,77 52 0,25
60 1,09 54 0,23
62 0,73 56 0,18
|64 0,50 58 0,18
166 0,40 60 0,20
68 0,28 62 0,20
70 0,26 64 6,23
’ 66 2,67
" 68 2,14
; 70 1,56
! 72 1,05"
T4 0,77
76 0,58
| T8 0,45
' 80 0,39
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SISTEMA ACDO SILICICO = PROPILENGLICOL

Se conocen las condiciones de trabajo con agua como fase
estacionaria. Los trabajos de Ramsey y Paterson y de Vanden-
heuvel y Hayes nos informan respecto del uso del metanol.

De los ensayos cue anteceden sueze cque el propilenglicol
abre las perspectivas mds interesantesj se observa una se-
paracidn adecuada de los dcidos ensayados y los valores de
AR son altos y regulares. Ias bandas de dcido butirico ¥
acido valeridnico muestran una sugestiva distincion,

Sistematizaremos los ensayos como se detalla a continua-
cidne

1) Relacidn fase inerte/fase estacionaria

2) Base determinante del pH
3) Indicador.

4) Solvente mévil o eluyente.
5) pH.

Fijadas estus variables se podrd es¥imar comparativamente
con los restantes solventes fijos el poder de resolucién
del par Propilenglicol/Eker de petfoleo.

Determinadas las condiciones definitivas de trabajo se
afinlizardn mezclas diversas de dcidos grasos y productos

naturales.



o

1)Relacidn fase inerte/fase estacionaria

récnica.-

En un mortero se muelen finamente cantidades variables de
propilenglicol y &cido silicicoe. Al propilenglicol se han agre-
gado unos miligramos de verde de bromooresol como indicadosr
interno y 2 6 3 gotas de hidrdéxido de amonio al 10% para alm
canzar un pH aproximado 6 - T « E1l color final deila fase
estacionaria debe ser verde. Se utilizemcomo solventes mbviles
eter de petroleo (solvente I), eter de petrdleo-isobutanol (98/2)

(solvente II) y eter de petrdleo-isopropanol (99/1) (solvente ITI

Resultudose~
Se pueden apreciar en las tablas adjuntas Nos.‘19 a 22

y en los graficos correspondientes.

conclusi onese=

Ias emperiencias en cue se trabaja con la relacidn de fase
inerte a fase estacionaria 10/6,5 y 10/6 permiten separaciones
adecuadas de los &cidos caprflico, caprodoico y valeridnico.

Relacidn menorex(10/8 y 13/7) separan solo parcialmente Cg de
06. Con la relacién 10/5 se obtienen resultados busnos, pero la
banda de dcido valeridnico se #lifunde excesivamente.

Las aparentes discrepancias que existen entre los datos ta-

bulados y los valores fle R determinados previamente, provienen



de varios factores, el principal de ellos el ajuste insufi-
ciente del pH, cue , como se verd mds adelante tiene una in-
fluencia fundamental en & valor de R. Es probable tambien
cue se generen fendmenos de adsorcidn sobre la interfase sow
lido-1iquido debido al alto poder adsorbente del dcido silfcico
Se eligid para efectuar los ensayos este sistema de tres
dcidos pues son los gue apartentemente presentem mayores difi-
cultades en su separacidn.

£l anflisis cromatogrifiico de los cuatro o cinco primeros
términos no constituye un problema dificil, Se ha visto al
usar agw como fase estacionaria que la separacidn de los
dcidos dcetico, férmico, propidnico y butirico es total, pre-
sentdindose unicamente el problema de la elucibén del dcido fér—
mico.

De esta manera, y en las condiciones expuestas la relacidn
fase inerte/ fase estucionaria mds adecuadag es 10/6 enten-
diéndose por fase inerte en este caso el dcido silicico y
por fase estacionaria la suma del propilenglicol y solucién
bdsica.

Es de destucar gue en eéomBdiciones distintus, vale decir
con otro solvente mévil y distinto pH, la relacidn Sptima

puede variar.



solv, I=-1I11 I-1I1X I-1II
Relacién
810,/Pr.@. 10/7 10/6,5 10/6
Gréfico A9 J 20 21
rogr. Titule Progr. Titule Progr. Titule
eluido o/frac, elufde o/frac. { eluido o¢/fruc,
$itul. 801.,HOK titul. so0l.HOK | titul. sol.HOK
; 0,025 X 0,025 N -0,025 N
o> omgwﬂ,_+WN_on3 ‘cmg 1 omd on3
3 2,28 3 0,88 | 3 3,24
6 11,02 6 9,50 | 6 7,08
9 12,05 9 4,00 9 4,58
12 1,52 12 2,13 12 2,38
115 A7 15 1,95 15 2,17
‘18 1,15 18 1,37 18 1,23
21 1,05 21 1,06 21 1.06
24 0,73 24 0,84 24 0,69
27 0,65 27 0,52 | 27 0,54
30 0,65 30 0,72 30 0,63
33 0,63 33 0.97 33 0,52
36 0,60 36 ‘ i’"99 36 0,47
L 39 0,55 39 »59 39 0,85
i 42 0,80 | 42 2,07 42 0,40
45 | 0,73 . 45 1,81 45 0,48
48 1 0,75 | 48 1,50 48 0,56
51 - 0,T7 ' 51 1,35 51 0,85
54 0,79 | 54 1,19 54 1,20
57 0,79 | 57 1,01 57 1,44
60 0,85 60 0,77 60 1,65
63 0,93 i 63 b,74 63 1,68
66 1,02 ;. 66 0,65 66 1,42
69 1,23 ¢ 69 0,62 69 0,92
72 1,35 | T2 0,54 72 0,60
75 1,53 t 75 0,48 75 0,50
78 2,01 78 0,42 78 0,47
81 1,84 81 1,10 81 0,82
. 84 1,59 84 1,97 84 1,31
87 1,20 | 87 1,62 87 1,50
90 1,12 | 90 1,40 | 90 2,33
93 0,89 93 0,87 93 2,25
1 96 0,65 .96 0,62 96 1,44
‘99 0,43 | 99 0.47 99 0,82

————



a0

~ Progr.
id.

3
6

9
12
15
18
2
24
27
30
33
36
39
42
45
48
51
54
57
60
63
66
69
T2
75
78
81
84
87
90
93
96
99

102
105
108
111

114

Mezola gc5 - Cg=Cg o5 = C¢ = Cg |
selv. ;  III : III
TRelmeidn 1. T
“Ordfico B = = ]
T progr. ritulo__T—-Progr. o tule
 dde. id. ' id. id.
Pooesesccosccccee i 0000 se00ocose e
3 0,12 | 3 0,22
| 6 6,65 . 6 9,54
| 9 3,18 § 9 3,65
112 3,12 12 2,13
| 15 1,64 | 15 1,45
' 18 1,19 = 18 0,88
: 21 0,45 21 0,34
24 0,35 <4 0,53
oy 0,45 | 27 0,37
30 0,32 ¢ 30 0,23
33 0,28 33 0,44
36 0,35 36 0,87
: 39 0,88 39 1,30
P 42 1,14 42 2,94
{ 45 3,88 45 2,27
48 1,52 48 0,80 i
51 1,20 51 0,43
54 0,80 54 0,38
57 0,32 57 0,32
60 0,21 60 0,20
63 0,16 63 0,20
66 0,36 66 0,25
! 69 0,50 69 0,59
L2 0,61 72 0,34
¢ 75 0,67 75 1,78
78 0,98 78 2,19
81 1,23 81 2,52
84 1,32 84 1,23
87 1,10 87 1,17
90 0,98 90 0,74
93 0,85 93 0,54
96 0,65 | 96 0,42
99 0,54 99 0,22
102 0,44 102 0,17
105 0,38 105 0,12
108 0,39 108 0,11
111 0,40 111 0,09
114 0,39 114 0,09
117 0,29
120 0,26

71 tulo
id.
0,13
9,81
6,35
3,38
1,42
4,57
2,67
1,35
1,13
0,69
0,58
0,50
0,44
0,42
0,75
1,18
1,75
1,95
1,58
1,48
1,22
1,28
1,20
1,18
1,05
1,02
0,92
0,87
0,75
0,72
0,68
0,49
0,33
0,24
0,22
0,18
0,16
0,12
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Mezcla ' En las tablas transcriptas no se han con-
C5~C6~Cg i

' siderado las primeras fracciones, exentas
Solvente IIIXI :
Relacidn 10/8 de dcidos, Ello se indica med unte la li-

205 2 . .
Gréfico 42 ; nea de puntos oue se advierte al comienzo

Progre. Titulo
de cada columna., ILa progresidén se empieza

000000000

3 15,14 a considerar a partir de la aparicién de

9 2,18 la primera fraceidn dcida.

12 1,73

15 0,92 El blanco de eada fraccidn titulada

18 0,65

21 0,83 ecuivale a 0,10 ml. de solucidén 0,025 N

23 0,97

217 1,63 de hidrfxido de posasio.

30 6,32
I 33 3,44 r{tulo de las fracciones colocadas

36 2,16 en cada columna

39 1,16 en hl. de
! o HOK 0,02
, 42 0,75 — _-WWNW___n”_-Km_lw_éwg____
;45 9,55 | pHSES cotumma 43 20
! 4? g'gg i Cg 18.35 f.60 nay 4682
: 24 0'19 ' Ce 45. 80 1568 98 4304
— L Bat S cg IfNO_ 2158 3505 4520

2) Base determinante del pH
Pécnicae—
Se prepard la columna de la manera anteriormente indicada,
agregando al propilenglicol la sustancia alcalina a ensayar,
Ccomo solvente mévil se usé Eter de Petrdleo-Isobutanol (98/2).

3

Se trabajé sobre una columna de 25 em” preparada on 10

gramos de dcido silicico Mallinckrodt y 6 em® de propilene~

glicol.



o

Se hicieron tres ensayos con &) hidréxide de sodio, b) hi-
dréxide de amonio y e¢) piridina, agregandé 0,2 ml de selucio-
nes de [OH-]- 1.

las diferencias halladas mo son importuntes y se prefiere
entoncea usar hidréxido de sodio por su més ficil menipulae
¢ién,

3)Indieader

Al ne existir en tablas valeres de las constantes de io-
nizaeidn de los dcidos grasos en propilengliocol hasido necee
sario estudiar wvurios indieadores de pH, con el objeto de
determinar el ocue mejor muestre el desplazamiento de la
banda 4cida.

Sen ens:yaren les siguientes indieadoress

| Indieador zena de viraje de pH .
Verde de Bromoeresol 3.8 @ 5.4
RoJje Metilo 4.4 - 6.0

Purpura de Bromeoresol 5.2 = 6.8
Azul de Bromotimol 6.0 « 7.6

conclusiones.-

con Rojo Metile, Azul de Bromotimol y Pugrpura de Bromo-
eresol las bandas se visualizan convenientemente, pero en les
des primeros easos el indieador se disuelve narcialmente en

el solvente mévil cuando este contiene n~butanol.
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Como consecuencia son arrastrados al colector y dificultan
la titulacion de las fracciones cue debe ser hecha con fenolfts
lefna. Si la concentracidn de n-butanol en eter de petrfdleo
es alta (alrededor del 10%), la columna va perdiendo gradual-
mente el indicador y ouedando blanca en las partes superiores.

Optamos por lo tanto por el pdrpura de bromocresol.

4)Solvente mévil o eluyente

a)Se determind el valor de R para los 4cidos butirico, vale-
ridnico, eaproico, caprflico y ecdprico con diversos solventes
y propilenglicol.
solventes mdéviles ensayados:
I - Eter de petrdleo (fraccidn 600-700()
II - Bter de petrbleo g n.butanol (98/2 v/v)
I1II -~ Eter de petréleo/ n.butanol (95/5 v/v)
IV - Eter de petrdleo/ isobutanol (98/2 v/v)
V = Eter de petrdleo/ isobutanol (95/5 v/v)
VI - Eter de petroleo/ isopropanol (98/2 v/v)
VII - Eter de petrdleo/ isopropanol (98/5 v/v¥)
VIII - Eter de petrdleo/ n.octanol (98/2 v/v)

IX -~ Eter de petrdleo/ n.octanol (95/5 v/¥)

o)
'

Eter de petrdleo/ propanol (98/2 v/v)
XI - Eter de petrdleo/bromuro de amilo (98/2 v/v)

XII -~ Eter de petréleo/bromuro de amilo (95/5 v/v)
XIII ~ Eter de petrdleo/acetato de etilo (98/2 v/v)
XIV - Eter de petrdleo/cianuro de octilo(98/2 v/v)

XV- Eter de petréleo/ clorobenceno (98/2 v/¥)



Valores de R & 25¢C

11 II1 | Iv v 17
acido oéprico 1,36 | 1,27 11,18 | 1,22 | 1,16| 1,7
—Acido efprilico 1,12 | 1,03 {12,06 | 1,03 | 1,06 1..0‘!1
acldo ea.rdice 0.83 0,74 | 0,82 o.';l 6,79 0.68~
“Acldo walerifnico 0,35 | 0,5¢ | 0,64 | 0,49 | 0,4 | 0,50
" Acido butfrice  |pif. | 0,36 |0,52 |0,40 | 0,50 | 0,40
Vvilores doe A R a 25¢0
S B ¢ IIT | IV v v
Cy0 = O 0,26 | 0,27 | 0,22 0,19 | 0,10 | 0,10
w0 [om [0 ost foe [ [om
Cg = Og 0,48 |0,20 (0,18 |0,22 0,18 | 0,18
S T Tous Juiiz oo Joun fouto




.Valores de R 8 25°¢ (Continuacidn de pag.anterior)

VII VIII IX X I II xamx xavoxv

Cro {102 [1,30 1,47 11,22(2,26 '1,25 [1,22 |1,18 1,4

cg  |1:90 [1,12 1,40 1,02 1,00 11,10 | 1,15 | 0,96 (1,35

Cg |0+72 [0,94 [1,10 |0,64 0,83 | 0,94 | 0,76 |0,75 |0,79

Gy [0s58 |0,70 10,87 |0,41 | 0,45 0,70 | 0,50 |0,62 |0,40

C, [0050 |0,45 |0,59 0,29 |0,26 0,47 | 0,47 |0,8 |nr.

valores de A R & 25¢C (Continuacidén de psg.anterior)

VII VIII IX X XX XXX XIII XIV XV

C,oCgl 0,22 10,18 "0,07 |0,11 | 0,26 [0,15 (0,07 | 0,022 | 0,06 |

CBC'| 0,28.0,16 (0,30 (0,47 | 0,17 (0,16 |0,39 .19 | 0,56

——— e~

T

Ce=Og | 0414 0,24 0,27 |0,23 0,38 (0,24 | 0,26 | ©,13 | 0,39

N Iy

Cs~C, o.oa';o.zs 0,28 Jo.12§fn.19 0,23 [0,03 | 0,01

£l edloulo de loe valoraa de R se conilet. con 4lversus %
periancins de separucidn de c.mponentss de megclas dcides , en
columanns, con siluentus distintos.

Tne.yos compar..tivos entre isoprorancl, isodusunol y n-octanol
muestr:n cus ouxndo seu'ﬁ':wim isopropanol u occtmol se produce
una gram difueién de las bundus. Con isobutunol las bundos som

ais definidus y 1a elucidn als rd ida.



Segin los valores de R puede hacerse la cromatogrufia de
particiéﬂ de acidos grusos con eter de petréleo, pero la
gran difusidn de la banda imposibilita una buena separacidn.

se eligid para trubajar el n.butanol, auncue los valores
de R en el caso de los restantes alcoholes ensayados muestran
la posibilidad de usar cualouiera de ellos para modificar la
polaridad del solvente mévil,

Frente a los restantes solventes el n.butanol presenta-
a) valores de A R apreciablemente mayores para los dcidos
superiores; b) mayor regularidad entre los distintos wvalores
de A R.

Se encuentran regularidades interesantes, Si tabulamos
los valores ‘de R para cada dcido respecto del ndmero cre-
ciente de grupos metilenos de los alcoholes utilizados, en

contramos cue dichos valores crecen con el numero de grupos

metilenose.
" Alcohol ) - | ]
sol 2%en eter p. Ci1o 1 Cg Ce c5 Cy
Propamol 1,22 1,01 0,64 0,41 | 0,29
| Butemol _1.1,27 1,03 | 0,74 . 0,54_, 0,36_
Octanol _ ..1,30..1,12 1 0,94 : 0,70 | 0,59 _

Alcohol
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b)Ensayos con isopropanol, isobutinol y n.butanol
y relaciones diversas f.inerte/f.estacionaria

Mezcla acidae 04 - 06 08

Preparacidn de lacolumnas id.anterior.

Se recogiepon emn todos los casos frucciones de 5 ml. En sada

celumna se ubica el titulo de cada fraccién en sol.KOH 0,005N
G 1T 23 ] 20 7 A5TTTUT T Tag T T Ty T .1 o
S3 I II III Iv v VI

R-| 19/6 | 10/6,5 | 10/6 10/6,5 | 10/6 | 10/6,5

L 2 2N 3K 2N N ® o0 0000 o0 00000 ® 000000 L A 2 N N ) ...;...

0,23 ' 0,18 0,67 | 0,17 11,77 | 12,15
16,05 14,24 12,47 |12,25 4,82 6,63
2,52 2,82 1,50 ' 1,23 0,75 0,27
1,00 1,97 0,74 0,84 0,22 0,17
0,98 1,08 0,45 0,37 0,37 0,33
1,87 5983 0,96 0,54 0,99 3,88
2,05 3,51 4,52 4,73 4,54 3,48
4,01 2,74 3,01 | 3,22 2,73 1,63

3,57 2,28 1,09 : 0,95 1,37 1,03

2,55 1,73 0,67 0,58 ‘ 1,12 0,65
2,04 1,31 0,57 0,54 | 0,77 0,34
1,58 0,76 . 0,38 0,43 0,45 0,18
1,29 0,27 | 0,27 0,37 0,33 0,10
1,02 0,15 | 0,19 0,22 0,24 0,09
; 0,57 0,09 ! 0,16 | 0,10 ' 0,13 0,11
| 0,35 0,12 0,16 ! 0,12 . 0,15 0,10
L 0,12 0,10 0,31 | 0,10 | 0,12 0,10
0,11 0,10 ! 0,97 0,10 ! 0,10 0,15
0,12 2,49 | 1,26 0,67 ! 0,12 0,78
0,53 DyT2 } 2,84 l 0,93 0,23 1,23
I 0,80 3,25 | 2,55 b 3,77 1,14 2,27
2,08 1,82 | 4,33 | 3,22 3,73 2,13
3,19 1,26 | 3,12 | 2,85 3,84 1,89
5,09 0,68 | 1,34 1,85 2,35 1,13
3,22 0,43 ' 0,82 1,35 2,25 0,68
1,34 0,35 0,48 0,63 1,03 0,39
0,59 0,20 0,32 0,37 0,50 0,27
0,39 0,15 0,17 | 0,17 0,22 0,17
0,24 0,12 . 0,13 | 0,12 0,15 0,12
0,17 0,13 | 0,13 | 0,13 | 0,12 . 0;13

| 0,13 0,12 | o,11

|

0,15 0,12 l 0,12
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