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lar¿o de esta investigación.
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haberme permitido usar el Fotómetro Pulfrich
perteneciente a esa Repartición.
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Desde hacen casi cien años, un médico norteamericano,

Madison, describió una misteriosa enfermedad que aquejaba a los

equinos pertenecientes al ejército de su patria, cuando comían

forraje crecido en las vastas planicies que se extienden a lo

largo del rio Missouri, cerca del limite entre los estados de

South Dakota y Nebraska.

Ademásde esta observación los granjeros y agricultou

res de estas grandes llanuras tenian la mismaexperiencia acera

ca de la existencia de una enfermedad en el ganado ocasionada

por la ingestión de granos y forrajes crecidos en las mismas

áreas. Primeramente los datos fueron tomados poco en cuenta, pg

ro al correr de los años tuvieron que ser oídas las numerosas

quejas formuladas por los agricultores de esas regiones.

Las investigaciones que culminaron con el descubri­

miento del Selenio como componente normal de los sueldos de esas

regiones fueron llevadas en su mayor parte por el Doctor Kurt É.

Franke, quien comenzó sus estudios en la región de South Dakota,

en la Estación de Agricultura Experimental, a fines de 1928.

Cuando el problema había ya llamado la atención del

Departamento Nacional de Agricultura de los Estados Unidos, va­

rias oficinas Quimicas Estaduales habian tomadocartas en el n»

sunto. Todos los sintomas de las intoxicaciones indicaban la

presencia de un agente mineral, y por lo tanto a ese campo se

orientaron las investigaciones en busca de trazas de venenos

minerales, y especialmente en una muestra de trigo que Franke
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(1) había encontrado tóxica por via biológica.

Esto.llevó al descubrimiento del Selenio comopresen­

te normalmenteen estos forrajes tóxicos, por Robinson (2), en

el año 1933.

Todas las muestras que Franke encontró toxicas por

via biológica contenían altos tenores de Selenio. Las Protei­

nas del Cereal eran los depósitos más abundantes del elemento y

en el trigo especialmente, el tóxico estaba principalmente en

el Gluten. Dicho elemento fué a través de ulteriores investi­

gaciones, hallado en todos los suelos y aguas de las regiones

seleníferas, cuya flora es absolutamente anormal, noténdosc, en

dichas regiones que aún no hayan sido entregadas a las labores

de la agricultura, ciertos vegetales que sólo crecen en suelos

de alto contenido en ese elemento y que sirven comovegetación

testigo para tener la evidencia que en dicha area existe selenio.

Es verdaderamente curiosa la labor de concentración de

ese elemento que ejecutan dichos vegetales, pues suelos con al»

rededor de 8 partes por millón de Selenio producen vegetales con

tenores en dicho cuerpo de Cinco mil y más partes por millón.

En estos vegetales, todos del género Astragalus y de

las especies Racemosis, Pectinatus y Bisulcatus, el Selenio se

encuentra en diferente forma que en los cereales, pues en estos

se ciñe exclusivamente a la fracción de proteinas del gluten, en

cambioen estos indicadores selenoÍIlicos el elemento se halla

esparcido por toda la planta bajo otras formas y aún comoSele­

nio elemental de color Rojo, expandido en todos los tejidos vegï
tales.

La toxicidad del Selenio varia en forma considerable,
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según la forma en que el elemento se encuentre, asi por ejemplo,

el Selenio elemento al estado coloidal rojo es tan tóxico como

los Selenitos y Seleniatos alcalinos, variando la dosis letal mi

nima entre 3.25 miligramos por kilo de animal para el Selenito Di

sodico a 6 miligramos para el Selenio Coloidal en la forma roja,

pasando comotoxicidad intermedia por la Cantidad de 4.8 miligra

mospor kilo para el Seleniato disodico.

Dichos datos importan una confirmación muyimportante

de las sospechas acerca de la fuerte toxicidad del elemento en

cuestión, y siendo nuestro país uno de los que marchan a la cabe­

za de las naciones productoras de trigo, creímos conveniente in­

vestigar en ese sentido.

Acerca de la manera comodesarrollamos este trabajo,de

los inconvenientes que encontramos a lo largo del mismoy que dig

ron por resultado la creación del método colorimétrico que propo»

nemos para la determinación de pequeñas cantidades de dicho ele­

mento en materias orgánicas.

La investigación sistemática de la cantidad de dicho

elemento en los trigos argentinos será objeto de un segundo tra­

bajo, tomando como base a este que presentamos como tesis docto»

ral.

—-—-ooOoo---­
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METODOS PARA LA DETERMINACION DE PEQUEÑAS CANTIDADES DE SELENLC

Los descriptos en la literatura puedenclasificarse en

TREStipos.

a) Nefelometricos

b) Colorimétricos

c) Volumétricos.

Haremos una breve reseña acerca del fundamento de cada

uno de ellos.

a) Nefelometricos: Basados en 1a reducción del anhídrido sele­

b
V

nioso a Selenio metálico con anhídrido Sulfuroso e Hidroxi­

lamina. Se obtiene una suspensión acuosa de Selenio que se

estabiliza por la acción protectora de la GomaArábiga. Una

técnica basada en este principio fué desarrollada por Bobin­

son & Dudley (3), aplicable a la determinación de Selenio en

suelos, piritas y sulfuros, aguas, materias vegetales y teji­

dos animales. Las conclusiones acerca de este método las ex­

ponemosen la Parte experimental.

Colorimétricos:

1) El método de Denigés; basado en la formación de un comple

jo Se-Sulfato de Codeina, ha sido descripto para evalua­

ciones del orden de O a 50 microgramos, pero no sigue 1a

Ley de Lambert-Beer, y según Klein (4), tiene el inconve­

niente de dar valores no reproducibles.

2
V El método delgpirrol, basado en 1a formación de un com­

puesto azul verdoso, producto de la oxidación del Pirrol

por la acción de compuestos Seleniosos (Azul de Pirrol).

Berg & Taitelbaum (5). Habiendo experimentado sobre este

método, su critica la hacemos en la parte experimental do



esta exposición.

3
V Con carácter experimental Íué estudiada por Klein la po­

sibilidad de evaluar colorimétricamente Selenio por di­

solución de éste en Sulfuro de Carbono o Tetracloruro

de Carbono, en cuyos liquidos se disuelve con colora­

ción amarilla. La intensidad de la coloración varia en

forma muy poco acentuada para valoraciones del orden de

O a 20 microgramos y recomiendan aplicarlo tan sólo pa­

ra cantidades mayores de 5C microgramos.

c) Métodos volumétricos: Se basan en el mismoprincipio quela

macrowdetermihación. Los compuestos seleniosos son reduci

dos por el Tiosulíato de Sodio al estado de selenio.

Se 03 H2 + 4 32 03 Na2 + 4 H Cl = Se + 2 S4 06 N82 + 4

Cl Na + 3 H2 O

La titulación se efectúa por retorno. valorando el ex­

ceso de solución de Tiosulfato con solución valorada de Yodo, en

presencia de almidón comoindicador.

Klein (4), siguiendo la técnica primeramente descripta

por Norris & Fay (6), la adaptó a la valoración de muype¿ueñas

cantidades, obteniendo resultados exactisimos en valoraciones del

orden de O a lO microgramos de Selenio.

Nuestro propósito no ha sido el de experimentar con es­

te método ya consagrado, Por cuyo motivo solamente lo citamos.

—w--ooOoo--——



DETERMINACION NEFELOMETRICA DEL SBLENIC

Sabemosperfectamente que los compuestos seleniosos

son reducidos en medio ácido fuerte por la acción del Anhídrido

Sulfuroso, variando esta capacidad reductora del mismoen rela­

ción directa a la acidez del medio.

Cuando el medio es Acido Clorhidrico Concentrado, esta

acción reductora se exalta de tal manera que no es necesario a­

gregar ningún coadyuvante de dicha reducción comoes el clorhi»

drato de Hidroxilamina.

Ello ocurre cuando dicha acidez desciende por dilución

del acido, cual es nuestra condición experimental, pues recibie

mos un liquido en el cual la acidez es aproximadamente 4 N, y en

estas condiciones el Selenio no es sino parcialmente precipitado

debiéndose recurrir al empleo de la Hidroxilamina para efectuar

la reducción total.

Comoluego de haberla efectuado, tenemos una suspen­

sión bastante fina de Selenio que sin embargono alcanza las di­

mensiones en sus particulas de las suspensiones coloidales pues

es detenida en su totalidad por el filtro G4 (Para Sulfato de

Bario), necesitamos estabilizarla y para ello hacemosuso de una

solución al 5%de GomaArábiga.

Pero a pesar de haber hecho las determinaciones si­

guiando exactamente la técnica descripta por Robinson &Dudley(8)

nos encontramos ante un hecho que súmado a los que luego discuti­

remos, introduce una condición de incertidumbre dentro del método

y lo hace inaplicable para determinaciones cuantitativas riéuro—

SBS.



7

En efecto, siguiendo exactamente 1a técnica descripta

por los autores citados, no hemospodido obtener datos reprodu­

cibles, posiblemente debido a que aún trabajando en condiciones

rigurosas, el tamañode la partícula de Selenio precipitada no

es siempre el mismo.

Por otra parte, el método en si no es sensible, por que

en las condiciones de medida, (Transparencias en espesor de 80

mms), éstas van de lOO a 42, para cantidades de Selenio de C a

lOOmicrogramos en la reacción, como puede apreciarse en la sie

guiente tabla en donde se dan las transparencias (Fotómetro Pul­

Írich; cubeta de 30 mms), para reacciones conteniendo de O a lOC

microgramosde Selenio en determinaciones por triplicado.

—--—ooOoo--«­

T A B L A

Microg Se Promedios lecturas

Curva l Curva 2 Curva 3

O 100.0 100.0 100.0

5 91.8 91.8 95.0

'1c 88.0 78.3 90.0

15 88.0 78.3 84.7

20 78.5 69.5 73.9

25 83.0 67.0 72.5

30 63.0 65.8 72.8

35 58.0 65.7 70.0

40 49.8 62.7 66.8

45 48.0 60.0 59.7

50 44.5 57.8 55.8



T A B L A (continuación)

Microg Se Promedios lecturas

Curva l Curva 2 Curva 8

60 --— 54.0 —*­

76 --— 46.0 -—­

‘C —-— 46.8 ——­

9C --- 48.0 —-­

lCC 22.9 42.0 35.0

--—-ooOoo-«-­



DETERMINACIONES COLORIMETRICAS

DETERMINACION DEL SELENIO CON PIRROL

A raíz de un trabajo de Berg y Teitelbaum (5) en el

cual se cita una reacción del Selenio con pirrol, decidimos expe

rimentar la técnica cuantitativa de esos autores.

En efecto, bajo determinadas condiciones, el pirrol es

oxidado por el Acido Selenioso, dando un compuesto de color azul

verdoso conocido comúnmentebajo el nombre de "Azul de Pirrol”,

de composición desconocida.

La presencia de sales de Hierro favorece la sensibili­

dad de la Reacción la cual es, según los autores de l en 50€.OOO

y con el agregado de 5 a lO miligramos de Cloruro Férrico sube

a l en 12.000.000.

Este Azul de Pirrol, en solución ácida fuerte es co­

loidal y permite su evaluación colorimétrica.

Pero, desgraciadamente, los inconvenientes derivados

de la necesidad de trabajar en ausencia absoluta de agua debien­

do efectuar los lavados, llevados a volumen, etc., con acido fos"

fórico de 1.85 de densidad, el cual es mucho más incómodo de ma­

nejar que el acido Sulfurico debido a su gran viscosidad, unido

ello a la gran fiabilidad del complejo pirrólico que deja un tiem­

po útil para efectuar las determinaciones de tan solo diez minu­

tos, no permite que se aclare el líquido turbio por la presencia

de numerosas burbujas de aire en el seno del ácido Fosfórico,ha­

ciendo que las condiciones de trabajo sean muchomás penosas que

en el método de la Codeina.

Para efectuar la determinación se tomanlas cantidades
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de Selenio disueltas previamente en ácido fosfórico siruposo,se

le agrega l m1. de solución al 5%de Cloruro Férrico y se lleve

casi a un volumen de lO ml. con ácido Fosfórico, luego se añaden

5 gotas de solución alcohólica al l %de pirrol recientemente

destilado (P.B. 130o C).

Las lecturas se deben efectuar dentro de los diez mi­

nutos de comenzadala reacción.

Ante semejantes condiciones de trabajo pensamos que

la extracción del colorante formadocon algún disolvente or¿áni­

co tuviera éxito, por lo cual hicimos extracciones con Benceno,

Ligroina, Sulfuro de Carbono y Acetato de Amilo, sin ningún éxi­

to pues el colorante formado se descomponia inmediatamente viran­

do hacia el color pardo oscuro.

Por lo tanto, ante semejantes contingencias abandona­

mos dicho método.

----ooOoo-—-­
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ADAPTACION DE LA REACCION DE FEIGL-DBMANT AL CAMPO CUANTITATIVO

Visto que no existen métodos colorimétricos descriptos

en la literatura, para la evaluación de pequeñas cantidades de

Selenio, decidimos experimentar en el campocuantitativo con la

reacción de Feigl & Demant (7), mencionada en la obra del prime­

ro sobre reacciones a la gota, 2a. edición inglesa. Nuestras eg

perimentaciones nos han llevado a establecer un método colorimé­

trico para dicho elemento que sigue la Ley de Lambert-Beer para

concentraciones de O a 20 microgramos en volumen de lO ml. Antes

de entrar en su detalle, describímosla reacción mencionada, des­

cripta por sus autores en campocualitativo.

El Selenio, bajo la forma de Acido Selenioso, reaccio­

na con la Difenilhidracina Asimétrica reduciéndose a Selenio ele­

mental, yoxidando a la Difenilhidracina a ciertos compuestos no

coloreados y ademásdando la Quinonanil-Difenilhidrazona, colo­

reada integgflamente en color rojo vinoso.

C)\-x\l-ÑH-> «N: “FN/C)O/ Á<:> (:1
La acción de otros cuerpos oxidantes debe ser prevenido

con varias precauciones, los compuestos oxigenados del Teluro no

tienen efecto, por lo tanto, siempre al decir de los autores puc­

de ser aplicada esta reacción comoun método sensible y especifin

co de detección del Selenio, ya sea en la forma de elemento, o co­

mo seleniuro, selenito o seleniato, desde el momentoen que todos

estos compuestos pueden ser convertidos en Acido Selenioso,

ME T O D O - Cuatro gotas de solución de Difenilhidracina asimé­
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trica en acido acético glacial se mezclan con una gota de ¿cido

Clorhidrico diluido y una gota de la solución a investigar. En

presencia de Acido Selenioso pronto aparece una coloración roja

que cambia a rojo-Violeta brillante. Cuandoexisten muypeque­

ñas cantidades de Selenio el color aparece sólo al cabo de unos

minutos, conviniendo entonces efectuar una prueba en blanco.

LIM TE DE IDENTIFICACION- 0.05 microgramos de Selenio.

CONCENTRACIONlIMITE — l : l.OO0.00C.

BÉAQTIVOS—Solución al 1 % de Difenilhidracina asimétrica en

ácido Acético glacial. Probar la solución en blanco° Acido Clor­

hidrico 2 N.

Según Feigl, el Acido Selenico da también la misma co­

loración pero el limite de identificación es de sólo lOOmicro­

gramos. Sin embargo, comolos seleniatos son convertidos fácil­

mente en selenitos por calentamiento con Acido Clorhidrico, una

gota de la.solución pueden ser calentadas con Acido Clorhídrico

en un microcrisol y ensayada entonces con el reactivo. Puede de

esta manera detectarse l microgramo de Acido Selenico;

Las interferencias con materias oxidantes que pueden

causar la formación de la coloración roja se previenen de la si­

guiente manera: La sustancia sólida se calienta con unas pocas

gotas de Acido Clorhidrico concentrado en un microcrisol, para

destruir los oxiacidos oxidantes (Yodico, Brómico, Clórico,Per­

manganico, etc.) y peróxidos.

Comolos tungstatos, molibdatos, y sales ferricas y cú­

pricas no son afectados por este tratamiento, en presencia de cual

quiera de estos compuestos, se deberá agregar Acido Oxálico al

clorhídrico pues los oxalatos complejos que se forman no reaccio­
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nan con la Difenilhidracina asimétrica.

Claro está que en el caso nuestro de 1a adaptación de

dicha reacción al campocuantitativo las condiciones de experi­

mentación se simplifican considerablemente pues por medio de la

destilación del halogenuro de Selenio y su subsiguiente reduccifn

al estado de elemento, podemosobtener el Selenio al estado de

absoluta pureza.

Sin embargo un problema serio fué la obtención de la

forma oxidada del Selenio y su extracción del seno del liquido,

pero los inconvenientes citados fueron orillados en la forma que

veremos luego, al tratar de la preparación de la muestra en este

caso especial.

Para ver las condiciones de adaptación de la reacción

al campocuantitativo, preparamos soluciones crecientes de Acido

Selenioso (Schering-Kahlbaum),preparadas a partir de una solución

que contenía lOOOmicrogramos por mililitro de Se.

Estas cantidades fueron agregadas evaporando el agua

en medio alcalino a la Fenolftaleina para evitar pérdidas de Se­

lenio y luego de llevar a sequedad en el Baño-Mariaen crisolitos

de porcelana que hacen más neta 1a reacción se diluyó el residuo

con 0.2 ml. de agua.

Luego de llevar a neutralidad con Acido Clorhidrico ZN

se acidificó, siempre a estar a las directivas de los autores de

la reacción cualitativa, con 0.1 mlLdeAcido Clorhidrico 2-N.

Luegode dicha acidificación, se llevó a cabo la reac­

ción agregando 0.5 ml. de 1a solución acética de Difenilhidracina

y esperando un tiempo de quince minutos para esperar la intensi­

ficación máximade color.
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Esta dilución del reactivo y reactante es la más apro­

piada para impedir la precipitación del clorhidrato de la base

en exceso.

Luego del tiempo de intensificación y comola dilución

con agua destruia la coloración, buscamosun disolvente apropia­

do para efectuar la dilución y llevar a volumendefinitivo habian

do ensayado varios disolventes que permitieran la extracción de

la colorante sin alterar la intensidad de la misma.

El primer disolvente que probamos fué el Acetato de I—

soamilo; éste es muyrápido en su acción pero a los dos lavados

sucesivos con TRESml. de agua viraba hacia el anaranjado india

cando que era sensible a un cambio en el pH del medio.

Ante semejantes condiciones pensamos que en vez de ex­

traer, seria mejor diluir en condiciones standard de dilución y

a tal efecto hicimos varias tentativas de dilución en disolventes

orgánicos.

Luego de ensayar con Alcohol Etilico, Acetato de Isoa­

milo, Ligroina, Eter Etilico, Propanona y Sulfuro de Carbono,nos

decidimos, para efectuar las comprobacionesacerca de 1a estabi­

lidad de la coloración en el tiempo transcurrido entre la reac­

ción y la medición de la intensidad al fotómetro, por la propano­

na y el Alcohol Etilico.

Los resultados, comose demuestran en el gráfico adjun­

to se inclinan decididamente hacia el empleo de la propanona, la

la cual emplearemosdefinitivamente en el curso de todas las ex­

periencias posteriores.

TABLA DE VALORES CON ALCOHCL ETILICO Y PROPANONA

Las lecturas se han efectuado a la hora de hecha la di­
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lución trabajando con el filtro espectral 3-57 del fotómetro Pul­

frich, Los números indican fl de transparencia, siendo el del Aguazioo

El uso del filtro espectral, 5-57 B, fue elegido, comoel más am

propiado, por su sensibilidad.

mmgr. Se Alcohol Promedio Acetona Promedio

_ o 95 94 95 94.7 ioo ioo ioo 1CC

2 90 9C 90 90.( 86 85 87 88

4 76 76 76 76.0 76 78 78 '77.5

6 52 51 53 52 52.8 53.5 52 52 52.C

8 39.5 39.5 38.5 39.2 39 39 39 39.0

lO 31 29 29 30.C 31 ¿0 31 3C.7

12 20.5 21 21.3 21.3 21.0 24 24 24 24.C

15' 15 15.8 15.7 15.5 15 15 15 15.C

Con Acetato de isoamilo

o ' 95 95 95 95.8

2 b 87 85 85 86 85.7

4 66 85,5 66 65.8

6 34 35 35.5 35.C

8 2094 20.4 21 20.7

10 12.7 18.2 13 18.C

12 8 7.9 8 8.a

15 4.2 4.o 4.3 4.2

—---eooOooe»-—­
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Luego de esperar SEIS horas, los tubos que contienen

acetato de amilio están completamentedecolorados, no así los de

alcohol y acetona que sometemos a una segunda lectura al fotóme­

tro.

Transparencias luego de SEIS horas de efectuada la lec­

tura primera. Los tubos con alcohol están decolorados hasta el

de 4 Microgramos y por lo tanto sólo se leen los de a partir de

SEIS microgramos en adelante.

mmgr. Se Acetona . Promedios Alcohol Promedios

6 52 52 52 52.0 75 75 75 75.0
8 43 43 43 ' 43.0 65 65 65 65.6

lO 36 36 36 36.0 62 62 62 62 o

12 27 27 27 27.0 51 50 52 51.0 }
15 17.5 17.5 17.5 47 47 47 47.0

----ooOoo---—

Vemos,de acuerdo a los datos adjuntos, que la estabili­

dad de la coloración es muchísimo mayor con la dilución en acetona

que con la dilución en alcohol etílico y es por esta causa que nos

decidimos a usar en lo sucesivo sólo la propanona comodiluyente.

----ooOoo---­



3.7

PREPARACION DE LA CURVA MADRE

La ventaja que nos presenta el Fotómetro Pulfrich es

le de poder, una vez establecidos los valores de los porcientos

de transmisión luminosa, hacer las determinaciones colorimetri­

cas sin necesidad de testigo comoen la colorimetria general.

Esta ventaja se traduce en un ahorro muy grande de

tiempo y de variables en juego, aunque es necesario extremar las

precauciones al confeccionar esta curva pues es la que nos permin

tiró en lo sucesivo prescindir del testigo.

Una vez elegido el filtro espectral Sm57y la acetona

comodisolvente pasamos a la preparación de dicha curva en forma

definitiva. ‘

Con ese objeto, preparamos una solución de Acido Sele­

nioso, que contenía lO microgramos de Selenio por mililitro. de

ella medimos0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.5 y 2.0 ml. corres­

pcndientes a concentraciones de 2, 4, 6, 8, lO, 12, 15 y ZC microw

gramos. de Selenio, en crisolitos de porcelana. Alcalinizamos a

la Fenolftaleína con solución 2 Normal de Hidróxido de Sidic, y

evaporamos a seco en el Baño-Maria. Seguidamente añadimos G.2 ml,

de agua, seguidos de 0.2 ml. de Acido Clorhídrico 2 Normal; con

lo cual el medio queda acido. se añade entonces G.5 ml. de soluu

ción de Difenilhidracina asimétrica, preparada en el momentopor

dilución de 0.1 ml° de la la. en lC ml. de Acido Acético Glacial.

Se dejan transcurrir 15 minutos, con rotaciones espaciadas de los

crisoles con el objeto de alcanzar la máximaproducción de color,

después de lo cual se diluye con 8.1 m1. de acetona y 1.0 ml, de

agua destilada (Total lO ml). Se filtra rápidamente por un peque­
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ño filtro de papel recogiendo en un tubo de ensayo y tapando el

embudocon un vidrio de reloj para evitar la evaporación del di­

solvente, y 1eyendolas transparencias en fotómetro Pulfrich,

empleando cubetas de 30 mms.de espesor y filtro espectral 8-57.

Los valores, promedios de TRESlecturas, para cada def

terminación, figuran en la siguiente tabla, comoasi también los

respectivos coeficientes de extinción.

- T A B L A ­

TABLA DE VALORES DE TRAHÉMISIONES PARA LA CURVA MADRE

mmgo. Se Transparencias Coef. de

(Promedios) extinción

O 100.0 0.000

2 88.5 i 0.026

4 66.5" 0.059

6 52.0 0.095

8 41.0 0.129

10 33.8 0.157

12 26.8 0.191

15 19.8 0.234

20 11.6 0.312

----oooOooo---—
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La representación gráfica de estos valores es la siguien

te. oe puede comprobar que la reacción en las condiciones de ex­

perimentación adoptadas, siaue la Ley de Lambert-Beer. Los datos

son perfectamente reproducibles.

----oooOooo---—



¿DAPT'ACIONA DEÏEÉMINACÍÓIÏ‘ÉS'CUAU'ÍÏ'Ílí‘IïIls :REÓUPÉÉÁEÏJEL:

Habiendo comprobado que la reacción de Feigl-Demant,si­

¿ue en las condiciones descripta la ley de Lambert-Beer, nos pro­

pusimos adaptarla a determinaciones cuantitativas, con vistas a

su posible aplicación a evaluaciones en alimentos, donde es pre­

cisamente importante el conocimiento de su contenido en Selenio.

A tal efecto, hemosconsiderado los siguientes puntos

ya aclarados en la literatura química:

lO - El Selenio puede ser aislado de los demás elemen­

tos destilándolo por medio de su bromuro volátil. Bajo esas con­

diciones, sólo el Arsenico, Antimonio, Estaño, Germanioy Selenio

destilan, y de todos ellos, tan sólo el Selenio puede ser reduci­

do a la forma de elemento por medio de el Anhidrido Sulfuroso y

la Hidroxilamina.

2° - El precipitado de Selenio obtenido puede ser como­

damente filtrado por un.Liltro de Vidrio Filtrante en lugar de un

Crisol de Gooch, y siempre que el poro del filtro corresponda al

G-4 (Schott-Jena).

3° - Dicho precipitado, comoKlein (4) lo ha puesto de

maniiiesto en su trabajo, es fácilmente disuelto por la acción

del Bromo y del Acido BromhidriCo pasando a la forma de Bióxido

de Selenio, cuantitativamente, forma bajo la cual puede ser valo­

. rado por la Difenilhidracina asimétrica.

Por lo tanto:

l) Recuperaciones de selenio a través de Reducción con ¿.02

e Hidroxilamina, filtración y oxidación con Bromo—Clor­
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hídrico.

2) Recuperaciones de Selenio por Lestilación, reducción, fil­

tración, yoxidaoión.

3) Recuperaciones de Selenio a través de la destrucción de ma­

terias orgánicas.

(l) BECUPEBACIONES A TRAVES DE REDUCCION

CON SULFUROSO E HIDROXILAMINA

Con ese objeto y partiendo de la base-que los compues­

tos Seleniosos son totalmente reducidos en soluciones ácidas ­

(Cl H -) por el Anhidrido Sulfuroso e Hidroxilamina, hicimos una

serie de ensayos con cantidades crecientes de Selenio. Teniendo

en cuenta que en deterninaciones en materias orgánicas será nece­

sario una destilación para separar el Selenio comotetrabromuro y

que nosotros pensamosadaptar esta destilación sustituyendo el Aci­

do Bromhidrico corrientemente empleado por Acido Clorhidrico, ten

dremos que efectuar la reducción sobre un liquido que, además de

contener Acido Clorhidrico, contendrá también Bromo.

Por ese motivo los ENSAYOS DE RECUPERACIONES A TRAVES

DE REDUCCIONCON SULFUBOSOE HIDROÁIIAMINÁ, son hechos sobre solu­

ciones clorhídricas de Anhidrido Selenioso, conteniendo Bromo.

E N S A Y O S .

a) REACTIVOS.

1) SOLUCIONBBOMO-CLORHIDRICA.Se prepara añadiendo 20 ml.

de Bromo a 980 ml. de Acido Clorhidrico (D = 1.19).

2) SOLUCION ACUOSA DE HIDBOXILLMINA AL lO %.

b) REDUCCICN

Por duplicado fueron hechos ensayos de recuperación de
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4, 7, lO, y 15 microgramos de Selenio. Con ese fin y partiendo

de la solución de Acido Selenioso que contiene lO microgramos por

Mililitro, medimos0.4, 0.7, 1.0, y 1.5 m1. de esa solución en

tubos de ensayo, añadiendo agua hasta cómpletar 5 m1. y luego

lO m1. de solución bromo-clorhidrica.

Luego de saturar con anhídrido Sulfuroso (Comúnde ci­

lindro), se añaden 5 m1. de la solución de Hidroxilamina, calenw

tando en Baño-Maria por Media Hora. Luego de enfriar a tempera­

tura ambiente, se satura nuevamente con Sulfuroso, y se abandonan

los tubos por doce horas. Al cabo de ese tiempo, puede apreciarse

fácilmente en todos los tubos la presencia de Partículas de Sele­

nio rojo.

c) FILTBACION.

Para aislar el Selenio precipitado en la reducción men­

cionada, filtramos a través de un embudode Vidrio Filtrante Gu4

(Schott-Jena). Los buenos datos de recuperación a que hemos lle­

gado, prueban que este filtro retiene en su totalidad las parti­

culas de Selenio precipitadas.

Luegode total filtración, se lava por filtrado con su­

cesivas porciones de agua destilada.

d) REDISOLUCION DEL PBECIPITADC.

Este es sin duda un punto importante por cuanto debe

transformarnos el Selenio en Anhidrido Selenioso, de tal modo

que permita efectuar 1a reacción colorimétrica final con Diienil­

hidracina asimétrica. Afortunadamente a1 procedimiento de rediw

solución descripto por Klein, (4), nos permite este propósito.

Nosotros siempre sustituimos el Bromhidrico por el Clorhidrico.

El reactivo de Redisolución se prepara añadiendo 20 m1. de agua
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saturada de Bromoa una solución de 5 m1. de Acido Clorhídrico,

(D = 1.19), en 75 ml. de agua.

La redisolución se efectúa añadiendo al filtro que

contiene el Selenio, 2 ml. de este reactivo, dejando estacionar

diez minutos y luego succionando suavemente a la trompa y r'co­G.

giendo el filtrado en un tubo de filtración al vacío. (De acuer«

do a Klein (4), la cantidad de Bromopresente en l ml. de reacti­

vo es suficiente para oxidar y por lo tanto redisolver hasta 500

microgramosde Selenio). Finalmente, lavamos por filtración con

tres porciones sucesivas de l ml. cada una de agua destilada, re­

cogiendo los filtrados en el mismotubo de Íiltración al vacio.

e) ELIMINACION DEL EXCESO DE BRCMC

La hemos hecho, siguiendo el mismo método dado por

Klein, por transformación en tribromorenol. Conese objeto, el

filtrado anterior se pasa cuantitativamente a un crisolito de pcr­

celana mediante Tres lavados sucesivos con l ml. de agua cada vez.

Se añaden entonces tres gotas de solución acuosa al 5 %de fenol

y se agita suavemente. Luego agregamos l gota de solución alcohó­

lica de Fenolftaleína al l % y solución 2 N de Hidroxido de Sodio

hasta reacción alcalina, evaporando entonces a seco en el Baño­

Maria después de lo cual se efectúa la reacción colorimétrica del

mismomododescripto en la construcción de la curva.

La tabla de la página siguiente resume las recupera­

ciones obtenidas.

Puede observarse que ellas son satisfactorias demos­

trándose asi la bondad del filtro 0-4, y del procedimiento de adap­

tación del liquido de redisolución del Selenio precipitado, para



efectuar la reacción.

Este paso de nuestro trabajo nos soluciona la evalua­

ción sobre el líquido de destilac1ón que tendremos cuando ensayow

mos sobre ella.

----oooOooo-—-­

T A B 1 A

Microg. de Se. Transparencias Promedio Se. Becup. Error

4 65 66 66 65.7 3.9 -2.5

4 65 65 64 64.7 4.0 0.0

7 47 47 47.5 47.1 7.0 0.0

7 49 47 46.5 47.5 6.9 -1.7

lO 33 33.5 34.3 33.6 10.1 +1.0

lO 35 35 35 35.0 9 7 -3 O

15 21 21 21 21.0 14.4 —4.C

15 20 20 21.5 20.5 14.7 «2.0

----oooCooo---­
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BBCUPERACIONES DE SELENIO A TRAVES DE DESTILACION

Habiendo demostrado que las reducciones y subsiguien­

tes operaciones eran cuantitativas, nos hemosdedicado en esta

parte del trabajo a poner de manifiesto les condiciones bajo

las cuales el Selenio puede ser destilado bajo la Iorma de Halow

genuro.

Con ese objeto hemos seguido el siguiente procedimien­

to.

a) APAÉATO- Hemos empleado en el curso de este trabajo un

aparato cuyas dimensio-.

nes pueden apreciarse en

el esquema adjunto. To­

talmente construido en

vidrio Pyrex, de juntas

esmeriladas y previsto de

dos-balones, lo que nos

permite destilar mien­

tras se efectúa destruc­

ción de materia oráánica

en uno de ellos.

b) SELENIO EN ACIDO SULFURICO—Toda destilación de Selenio

va precedida de una digestión sulfonitrica, en presencia de Oxi­

do Mercúrico, comofijador del Selenio y catalizador en la des­

trucción de materia orgánica. Por consiguiente, fue de interés,

antes de realizar las pruebas de recuperación por destilación,

conocer el contenido en Selenio del Acido Sulfúrico a emplear.

Hemostomadopara ello, Sulfúrico pro-análisis C d: 1.84) de la
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Cía. Quimica.

Adoptandolas condiciones de destilación descriptas

por Klein (4), empleamos 50 ml. de Acido Sulfúrico, 50 ml. de

agua destilada y 25 ml. de solución clorhídrica de Bromo(980

ml. de H Cl y 20 ml de Bromo)

Al balón de destilación añadimosprimero el Sulfúri­

co y cuidadosamente el agua, una vez armado el aparato y habienm

do hecho pescar el extremo libre del refrigerante en un tubo con­

teniendo lO ml. de agua, rodeado exteriormente de agua con hielo,

añadimos por el tubo de seguridad los 25 ml. de mezcla bromo­

clorLidrica, cerrando inmediatamente la llaVe del mismo.

La destilación se desarrolla, calentando el balón so-'

bre tela metálica, con poca llama, de modotal que en el término

de aproximadamentedos horas tuviésemos en el tubo colector al­

rededor de 75 ml. de líquido. La ebullición en el balón se re­

gulariza por la adición de seis perlas de vidrio. El refrigeran­

te de bolas resulta útil, toda vez que impide el retroceso del

destilada, por enfriamiento debido a corrientes de aire. La 11a"

ve del tubo de seguridad impide el escape de vapores por el mié­

mo, como Íué comprobado antes de decidirnos a su empleo.

Mediante dos determinaciones de Selenio consecutiva

en el Sulfúrico citado, pudimos establecer que contenía 4.5 micro­

gramos por cada 50 ml. o sea 49 microgramos por Kilógramo del mig

mo, lo que equivalen a 0.049 partes por millón. Este valor fué

el mismopara ambas determinaciones.

e) BECUlBRACIONEóPOR DESTILAQLQH- Los 50 m1. de Sulfúrico,

empleados en la segunda determinación anterior quedaron libres de

5elenio, como pudo ser comprobado sometiendolo a una nueva desti­
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lación con nuevo agrebado de a¿ua y reactivo Eromo-Clorhidrico.

En consecuencia, sobre el mismo se hicieron ensayos de recuperan

ción de distintas cantidades de Selenio, añadidas exproÍeso. He»

mos ensayado, por duplicado, sobre 5,10 y 15 microgramos, medi­

dos de la solución que contenía lC microgramos por mililitro de

Selenio. Estas cantidades fueron agregadas a1 Sulfúrico así pre­

parado, dentro del balón, añadiendo los reactivos citados y efec­

tuando la destilación del modoya descripto. Para aclarar ol prou

ceso subsiguiente diremos que consiste exactamente en 1a reduc­

ción con Sulfuroso e Hidroxilamina, filtración, redisolución y

reacción con la Difenilhidracina asimétrica, comofué descripto

al explicar los ensayos de recuperación por reducción. Los resulm

tados obtenidos son los consignados en la siguiente tabla:

RECUEEEACIONES DE SELENIO A TRAVES DE LAS DESTILACIONBS

kiero ade Se. Transparencias É¡Promedio Se,.Eecup. Error%
aña idos

5 56 56 56 56.0 5.3 6.0

5 60 60 60 60.0 4.7 -6.0

lO 31 31 31 31.0 ] 10.7 7.0

lO 31 32 31 31 31.2 10.7 7.0

15 19 18.5 20 20 19.4 15.1 G.6

15 18.7 17,518.5 19 18.2 15.6 4.o

----oooOooo---­
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RECUBEEACIONES DE SELENIO CON DESTRUCCION DE MATERIA ORGANICA

Aunque ha sido demostrado por Klein (4), que el méto­

do de destrucción de materia orgánica previo a la destilación del

Selenio, ¿ue lue¿o describiremos, no produce pérdidas de este e­

lemento, hemos juzgado necesario completar este trabajo determi­

nando cantidades conocidas de Selenio, aïadidas a un soporte or­

¿ánico, que en nuestro caso fué una harina de trigo. Por otra

parte, las tuenas recuperaciones nos ponen en condición de em­

plear la técnica usada posteriormente para determinar con carác­

ter estadistico el contenido normal de Selenio en los trigos ar"

gentinos.

a) B E A C T I V O S .

l Mesola nitrosulfurica: 50 ml. de Acido sulfúrico concen­
V

trado (4,5 micr05ramos de Se/SO ml) y lOO m1. de Acido

nítrico fumante de 1.50 de densidad.

2
V 'Oxido de Mercurio fijador: Disolver el óxido de Mercurio

en Acido Nitrico de 1.50 de densidad en la proporción de

5 ¿ramos de O Hg por cada lOO ml. de Acido nítrico.

3
V

Solución Bromo-Clorhidrioa: Me7clar 20 ml. de Bromo con

980 ml. de Acido clorhídrico de 1.19 de densidad.

4) Ánhídrido sulfuroso: Comúndel comercio, en cilindros.

5) Clorhidrato de Hidroxilamina: Solución al lO %en agua.

6) Solución clorhídrica de Bromo, diluída: A 5 ml. de Acidq

Clorhidrico concentrado, se a¿regan 20 ml. de a¿ua de Bro­

mo saturada, y diluye a lOO ml. con agua destilada.

7) Fenol: Solución acuosa al 5 %.

8) Hidróxido de Sodio: Solución al lO %en agua destilada.



9) Fenolftaleína: Solución alcohólica al 1 %.

lO) Acido Clorhidrico diluido: " 2 Normal.

----oooOooo---­

b) DETERMINACIONES CON DESTRUCCION DE MATERIA ORGANICA.

1) - Concarácter previo hicimos un ensayo tendiente a de»

mostrar la ausencia de Selenio en el Acido Nitrico empleado.

Con tal fin, digerimos 150 ml. de 1a mezcla sulfonitrica, en

presencia de lO m1. de solución nitrica de Oxido Mercúrico. la

digestión se prolon¿ó durante dos horas, sobre tela metálica,

( Tiempode duración necesario en la destrucción de Cinco gra­

mos de harina), deSpués de lo cual se adaptó al refrigerante de

destilación y se destiló con mezcla Bromo-Clornídrica previo a­

tadido de agua, etc., en las condiciones ya expuestas. El con­

tenido en Selenio fué también de 4.5 microgramos, el cual coin­

cide con el encontrado para el Acido Suliúrico.

2) CONTENIDOEN SELBNIO DE LA HARINA SOPORTE - Esta operación

efectuada por duplicado, fué hecha para establecer no sólo el

contenido de 1a harina si no también para saber qué cantidad de­

bia ser descontada a las recuperaciones totales en los casos dc

Selenio a“adido.

Cinco gramos de harina de tri¿o, colocados en el balón

Kjeldahl, se añadieron de 150 ml. de mezcla sulfonitrica y lO m1.

de solución nítrica de Oxido Mercúrico. El conjunto se calentó

a baïo-María por media hora, desde el comienzo del desprendimien­

to ¿aseoso. Comohay gran producción de vapores nitrosos, se

adapta el refrigerante, recogiendo sobre a¿ua, lo cual evita

las molestias derivadas de los mismos. Lue¿o se calienta sobre

tela metálica hasta que se observe que el liquido se aclara, vi­
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rando su color al pardo y cesando el desprendimiento de vapores

nitrosos. Se deja enfriar un tanto y luego se enfría totalmen­

te bajo chorro de agua; azade lO m1. de Acido Nitrico y calien­

ta sobre tela hasta deSprendimiento incipiente de vapores sulfú­

ricos. Si fuere necesario, esta última etapa puede ser repeti­

da, lo cual se hará si el contenido del balón no fuese incoloro.

Hemosnotado que trabajando con cinco gramos de harina, ello no

es necesario. Luego de enfriamiento se aïaden 50 ml. de agua

destilada, 25 ml. de reactivo Bromo-Clorhidrico y conduce la des­

tilación del modoya conocido.

La determinación cuantitativa, acusó el valor de 5.5.

microgramos de Selenio, o sea l.Ó micrOgramos para 5 gramos de

harina (Descontando 4.5 micro¿ramos contenidos en los 50 ml. de

Sulfúrico empleados).

3) RECUPERACIONES DE SELENIO CON DESTRUCCION DE MATERIA OR­

ggfllgg, Conociendo el contenido en Selenio de 50 ml. de

Acido Sulfúrico, y el de 5 gramos de harina soporte (Total 5.5

microgramos) efectuamos las determinaciones de 2, 5, 8, 12 y 15

microgramos de Selenio, a*adidos a la harina soporte. Las ope­

raciones de destrucción, destilación, reducción, redisolucïón y

determinación colorimétrica fueron exactamente las ya descrip­

tas.

Los valores obtenidos son los siguientes:



EEGUPEBÁCIONES DE SELENIO CON DESTRUCCION DE MATERIA OEGÁHICE

Se agreg Transparencias Promedio Se.Tot. Se.agreg. Error ¿

mierg Rec.micr.

2 43 43 44.5 44 48.6 7.6 2.1 5.0

5 83 82 32 33 32.5 10.4 4.9 -2.0

8 22 22 21 22 21.7 ‘ 14.1 ”.5 7.5

8 23.522 5 22.5 23 22.9 r 18.6 8.1 1.3
12 14 15 14 14 14.2 17.9 i 12.4 C 8

15 11 11 11 12 11.2 20.3 14.8 --1.Q

1 12 12 12 12 12.0 1 19.6 14.1 —6.C

1

4) — SELENIO EN ALGUNOS TRIGOS ARGENTINOS- Como primera a­

plicación de este método, hemos determinado el contenido nor­

mal de Selenio en seis muestras de trigos ar¿entinos, provenien­

tes de las principales zonas trigueras del pais. Damos a con­

tinuación los valores hallados, comoasí también 1a proceden­

cia de los trigos.

PROCEDEÑCIA SELENIO
P.P.M.

La Pampa 0.08

La Pampa 0.14

Córdoba 0.08

Santa Fé 0.08

Buenos Aires 0.80

Buenos Aires 0.20
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Las cantidades encontradas, son extremadamente peque­

Fas, sobre todo si se las compára con los valores hallados para

tri5os norteamericanos, procedentes de zonas consideradas como

seleníferas, que en estos casos van desde 5 a 30 p p m.

Un estudio muchomás completo en este sentido permi­

tirá dar idea del contenido normal en Selenio.de nuestros trim

gos y también de-los suelos de cultivo.

----oooOooo---­
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En una revisión de la bibliOgrafía sobre determinación

de pequeïas cantidades de Selenio, hemos podido compro­

bar que no existen métodos colorimétricos cuantitati­

vos adecuados para la valoración de peque’as cantidaw

des de ese elemento.

Los métodos neíelométricos, basados en la producción de

una fina suspensión de Selenio, estabilizada por el a­

gregado de gomaarákiga, comocoloide protector, son

poco sensibles e inapropiados para la determinación de

muy pequeñas cantidades. Por otra parte, como hemos po­

dido comprobarlo, no son seguros, ya que aún trabajando

en condiciones rigurosamente standardizadas se obtienen

valores no reproduciüdes.

La reacción de Feigl-Demant con Difenilhidracina asimé­

trica para compuestos seleniosos, ha sido adaptada pa­

ra la evaluación colorimétrica de muypequeñas cantida­

des. Esta reacción, en las condiciones descriptas, po?"

mite evaluar colorimétricamente de O a 20 microsramos de

Selenio en un volumen de lO ml. y Sigue la Ley de Lamm

bert-Beer, dando valores reproducibles.

Estudiando los métodos de separación de Selenio por dese

tilación comotetrabromuro, hemosencontrado factible

la sustitución del Acido Bromhídrico hasta ahora emplea­

do, por Ácido Clorhídrico y las destilaciones asi efec­

tuadas son correctas para determinación de muypequeïas

cantidades.
E1 método descripto ha sido comprobado a través de ensa­
yos de recuperación bajo distintos aspectos.
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