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AN MI ESPOSA



Presento a la consideracidén de los Ce-
nores Profesores el presente Trabajo de Tesis,
que ha sido realirado para optar al Tftulo de
Doctor en Quimica.

Debo expresar mi mds profundo reconoci-
miento al Doctor Venancip Deul@feu por habterme
cedido uno de los lakoratorios destinados 2 1la
investigacién quimica correspondicnte a su cé-
tedra, sin cuya cesidén me hubiera sido imposi-
ble la consecucidn de este modesto trabajo y
al Doctor Pedro Cattaneo por la direccidén téc-
nica del mismo y a sus muchas y muy importan-
tes observaciones y sugestiones vertidas a lo
lar. o de esta investigacién.

También va mi agradecimiento a las au-
toridades de la Oficina Zuimica Hunicipal, por
haterme permitido usar el Fotdmetro Pulfrich
perteneciente a esa Reparticion.




LNTECEDENTESS

Desde hacen casi cien afios, un médico norteamericanc,
Fadison, describid una misteriosa enfermedad que aquejeba a los
equinos pertenecientes al ejército de su patria, cuando comian
forraje crecido en las vastas planicies que se extienden a lo
largo del rio Missouri, cerca del limite entre los estados e
South Dakota y Nebraska.

Ademds de esta observacidn los granjeros y agriculto--
res de estas grandes llanuras tenian la misma experiencia acer-
ca de 1s existencia de una enfernedad en el ganado ocasionada
por la ingestidn de granos y forrajes crecidos en las mismas
dreas. rrimeramente los datos fueron tomados voco en cuenta, pe
ro al correr de los gfios tuvieron que ser oidas las numerosas
quejas formuladas por los agricultores dec esas regiones.

Las investigaciones que culminaron con el descubri-
miento decl Selenio como componente normal de los sueldos d¢ esss
regiones fueron llevadas en su mayor parte por ¢l Doctor Kurt 7.
Franke, quien comenzdé sus estudios e¢n la regidn de South Dakotz,
en la Estacion de Agricultura Experimental, 2 fines do¢ 1926.

Cuendo el problema habie ya llemado la atencidn del
Depertemcnto Neciongl de Agricultura de los Estados Unidos, vo-
ries oficinas Quimicas Estaduzles habian tomado cartas en ¢l o-
sunto., Todos los sintomes de lcs intoxicaciones indicaban 1o
presenciz de un agentc minerel, y por lo tento 2 esc cempo se
orientzron las investigaciones ¢n busca de trezes de venenos

mincralss, y ¢specielmente en une muestra de trigo quc Frankce



(1) habia encontrado téxica por via bioldgica.

Dsto 1levd al descubrimiento del Selenio como presern-
te normalmente en estos forrajes téxicos, por Robinson (<), en
el afio 1933.

Todas las muestras que Franke encontrd toxicas por
via bioldégica contenian altos tenores de Selenio. Las Protei-
nas del Cereal eran los depdsitos més abundantes del elemento y
en el trigo especialmente, el tdxico estaba principalmente e¢n
el Gluten. Dicho elemento fué a través de ulteriores investi-
gaciones, hallado en todos los suelos y aguas de las regiones
seleniferas, cuya flora es absolutamente anormal, nctandosc, o
dichas regiones que aun no hayan sido entregadas a las labores
de la agricultura, ciertos vegetales que sélo crecen en suclos
de alto contenido en ese elemento y que sirven como vegetacidn
testigo para tener la evidencia que en dicha area existe selenio.

Es verdaderamente curiosa la labor de concentracidn de
ese elemento que ejecutan dichos vegetales, pues suelos con el-
rededor de 8 partes por milldn de 3elenio producen vegetales con
tenores en dicho cuerpo de cinco mil y mas partes por millén.

En estos vegetales, todos del género Astragalus y dc
las especies Racemosis, Pectinatus y Bisulcatus, el Seclenio s¢
encuentra cn diferente forma que en los cereales, puss en c¢stos
s¢ cine exclusivamentc a la fraccidn de proteinas del gluton, cn
cambio c¢n estos indicadores selenofflicos el elemento se halla
csparcido por toda la planta bajo otras formas y aidn como Sclc-
nio c¢lemental de color Rojo, expandido en todos los tejidos vege
tales.

Lo toxicidad del Selenio veria en forme considerablc,



L2, 3
segin la forma en que el elemento se encuentre, asi por ¢jemplo,

el Selenio elemento al estado coloidal rojo es tan tdxico como

los Selenitos y Seleniatos alcalinos, variando la dosis letal m

LS

nima entre 3.25 miligramos por kilo de animal parz el Selenito Di
sodico a 6 miligremos para el Selenio Coloidal en la forma roja,
pasando como toxicidad intermedia por la cantidad de 4.3 miligre
mos por kilo para el Seleniato disodico.

Dichos datos importan una confirmacidn muy importecite
de las sospechas acerca de la fuerte toxicidad del elemento en
cuestidn, y siendo nuestro pais uno de los que marchan a la cate-
za de las naciones productoras de trigo, creimos conveniente in-
vestigar en ese sentido.

Acerca de la manera como desarrollamos este trabajo,de
los inconvenientes que encontramos a lo largo del mismo y que die
ron por resultado la creacidn del método colorim€trico que proypo-
nemos para la determinacidén de pequciias cantidades de dicho elo-
mento en materias orgéanicas.

La investigacidn sistematica de la cantidad de dicho
elemento en los trigos argentinos seré objeto de un segundo tra-
bajo, tomando como base a este que presentamos como tesis docto--

ral.

~~==00000~=-~
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ETOLOS PARA LA DETERMINACION DE PEQUERAS CANTIDADES DE SELENIC

Los descriptos en la literatura pueden clasificarse en
TRLS tipos.

a) Nefelométricos

b) Colorimétricos

c) Volumetricos.

Haremos una breve resefia acerca del fundamentc de ceade
uno de ellos.

a) Nefelometricos: Basados en la reduccién del anhidrido sele-

nioso a Selenio metdlico con anhidrido Sulfuroso e Hidroxi-
lamina, Se obtiene una suspensidén acuosa de Selenio que se
estabiliza por la accidn protectora de la Goma Arabiga. Une
técnice basada en este principio fué desarrollada por Robin-
son & Dudley (3), aplicable a la determinacidén de Selenio en
suelos, piritas y sulfuros, aguas, materias vegetales y teji-
dos animales. Las conclusiones acerca de este método las ex-
ponemos en la parte experimentsal.

k) Colorimetricos;

1) E1 método de Denigés; basado en la formacidén de un comple

jo Se-Sulfato de Codeina, ha sido descripto para evalua-
ciones del orden de 0 a 50 microgramos, pero no sigue la
Ley de Lambert-Beer, y segin Klein (4), tiene el inconve-
niente de dar valorés no reproducibles.

2) E1 método del pirrol, basado en la formacidén de un com-

puesto azul verdoso, producto de la oxidacidn del Firrol
por la accidn de compuestos Seleniosos (Azul de Pirrol).
Berg & Taitelbaum (5). Habiendo experimentado sobre este

método, su critica la hacemos en la parte experimental de



esta exposicidn.

3) Con caricter experimental fué estudiada por Klein la po-
sibilidad de evaluar colorimétricamente Selenio por ai-
solucidn de éste en Sulfuro de Carbono o Tetracloruro
de Carbono, en cuyos liquidos se disuelve con colora-
cidn amarilla. Ls intensided de la coloracidn varie en
forma muy poco acentuada para valoraciones del orden de
0 a 20 microgramos y recomiendan aplicarlo tan sdélo pa-
ra cantidades mayores de 3C microgramos.

c) Métodos volumétricos: Se basan en el mismo principio guelsz

macro~determihacidén. Los compuestos seleniosos son reduci
dos por el Tiosulfato de Sodio al estado de selenio.
5¢e 03 H2 + 4 S2 O3 Nag + 4 H Cl = Se + % 34 Og Nap + 4

Cl Na + 3H2 O

La titulacidn se efectda por retorno, valorando el ex-
ceso de solucidn de Tiosulfato con solucidén valorada de Yodo, en
presencia de almiddn como indicador.

Klein (4), siguiendo la técnica primeramente descripta
por Norris & Fay (6), la adaptd a la valoracidn de muy pejuefiss
cantidades, obteniendo resultados exactisimos en valoraciones del
orden de 0 a 10 microgramos de Selenio.

Nuestro propdésito no ha sido el de experimentar con es-

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

~~+—=00000-=~~



DETERMINACION NEFELOMETRICA DEL SELENIC

Sabemos perfectamente que los compuestos selenioscs
son reducidos en medio acido fuerte por la accidn del inhidrido
Sulfuroso, variando esta capacidad reductora del mismo en rela-
cidn directa a la acidez del medio.

Cuando el medio es Acido Clorhidrico Concentrado, este
accidén reductora se exalta de tal manera que no es necesario a-
gregar ningin coadyuvante de dicha reduccidén como es el clorhi-
drato de Hidroxilamina.

Ello ocurre cuando dicha acidez desciende por dilucidn
del acido, cual es nuestra condicidn experimental, pues reciui-
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 pers efectuar
la reduccidn total.

Como luego de haberla efectusdo, tenemos una suspen-
sién’bastante fina de Selenio que sin embargo no alcanza las di-
mensiones en sus particulas de las suspensiones coloidales pues
e¢s detenida en su totalidad por el filtro G 4 (Para Sulfato de
Bario), necesitamos estabilizarla y para ello hacemos uso de una
solucidn al 5% de Goma fLrabiga.

Pero a pesar de haber hechc las determinaciones si-
guiendo exactamente la técnica descripta por Robinson & Dudley(3)
nos encontramos ante un hecho que sumado a los que luego discuti-
remos, introduce una condicidén de incertidumbre dentro del método
y lo hace inaplicable para determinaciones cuantitativas riguro-

sas.
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En efecto, siguiendo exactamente la técnica descripta
por los autores citados, no hemos podido obtener datos reprcdu-
cibles, posiblemente debido a que aun trabajando en condiciones
rigurosas, el tamafio de la particula 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, (Traznsparencias en espesor de 30
mns), €stas van de 100 a 42, para cantidades de Selenio de C a
100 microgramos en la reaccion, como puede aprecierse en la si-
guiente tabla en donde se dan las transparencias (Fotdmetro rul-
frich; cubeta de 30 mms), para reacciones conteniendo de 0 a 1CC

microgramos de Selenio en determinaciones por triplicado.

—===00000==~~
TABLA
Microg Se Promedios lecturas

Curva 1 Curva 2 Curva 3

0 100.0 100.0 100.0
S 91.8 91.8 95.0
1C 88.0 78.3 90.0C
15 88.0 78.3 84.7
20 78.5 69.5 73.9
25 83.0 67.0 72.5
3G 63.0 65.8 72.8
35 98.0 63.7 7C.0
40 49.8 6247 66.8
45 48.0 60.0C 99.7

o0 44 .5 o7.8 55.8



T ABL £ (continuacidn)

Microg Se Promedios lecturss
Curva 1 Curva 2 Curva 3
60 - 94 .0 -
7C -— 4C.0 -
50 _— 46.8 -—
9C - 45.0 -
10 22.9 42.0 35.0

~~==00000=~=~



DETERMINACIONES COLCRIMETRICAS

DETERMINACION DEL SELENIO CON PIERCL

A raiz de un trabajo de Berg y Teitelbaum (9) en el
cual se cita una reaccidn del Selenio con pirrol, decidimos expe
rimentar la t€cnica cuantitativa de esos autores.

En efecto, bajo determinadas condiciones, ¢l pirrol ¢s
oxidaedo por el Acido Selenioso, dando un compuesto de color =zul
verdoso conocido comtinmente bajo el nombre de "Azul de Pirrol",
d¢ composicidén desconocida.

La presencia de sales de Hierro favorece la sensibili-
dad de la Reaccidn la cual es, segin los autores de 1 en 5CC.CCC
y con el agregado de 5 a 10 miligramos de Cloruro Férrico sube
a 1 en 12.000.000.

Este Azul de Pirrol, en solucidn acida fuerte es co-
loidal y permite su evaluacidn colorimétrica.

Pero, desgraciadamente, los inconvenientes derivados
de la necesided de trabajar en ausencia absoluta de agua debien-
do efectuar los lavados, llevados a volumen, etc., con acido fos-
férico de 1.85 de densidad, el cual es mucho méds incémodo de ma-
ne jar que el acido Sulfurico debido a su gran viscosidad, unidc
ello a la gren iabilidad del complejo pirrdlico que deja un tiem-
po util para efectuar las determinaciones de tan solo diez minu-
tos, no permite que se aclare el 1liquido turbio por la presencia
de numerosas burbujas de aire en el seno del 4cido Fosférico,ha-
ciendo que las condiciones de trabajo sean mucho mas penosas qus
en el método de la Codeina.

Parae efectuar la determinacidn se toman las cantidades
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de Selenio disueltas previamente en dcido fosférico sirupcso,se
le a2grege 1 ml., de solucidén al 5% de Cloruro Férrico y se lleve
casi a un volumen de 10 ml. con 4cido Fosfdrico, luego se afiaden
5 gotas de solucidn alcohdlica al 1 % de pirrol recientemente
destilado (P.E. 130° C).

Las lecturas se deben efectuar dentro de los diez mi-
nutos de comenzada la reaccidn.

Ante semejantes condiciones de trabajo pensamos que
la extraccidén del colorante formado con algin disolvente orgéni-
co tuviera éxito, por lo cual hicimos extracciones con RBenceno,
Ligroina, Sulfuro de Carbono y Acetato de Amilo, sin ningin €xi-
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.

——==00000=—~~
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LDAPTLCION DE LA REACCION DE FEIGL-DEMANT AL CAMPC CUANTITATIVC

Visto que no existen métodos colorimétricos descriptos
en la literatura, para la evaluacién de pequefias cantidades de
Selenio, decidimos experimentar en el campo cuantitativo con la
reaccidn de Feigl & Demant (7), mencionada en la obre del prime-
ro sobre reacciones a la gota, 2a. edicidn inglesa. Nuestras ex
perimentaciones nos han llevado a establecer un método colorimé-
trico para dicho elemento que sigue la Ley de Lembert-Beer parea
concentraciones de 0 a 20 microgramos en volumen de 1C ml. Antes
de entrar en su detalle, describimosla reaccidén mencionada, des-
cripta por sus autores en campo cualitativo.

El Selenio, bajo la forma de Acido Selenioso, reaccio-
na con la Difenilhidracina Asimétrica reduciéndose a 3elenio ele-
mentel, yoxidando a la Difenilhidracina a ciertos compuestos no
coloreados y ademds dando la Quinonanil-Difenilhidrazona, colo-

reada intep§famente en color rojo vinoso.

< > N=N \"&——% Q-—N-:.(::N—N<<C:_j

Ne—

La accidn de otros cuerpos oxidantes debe ser prevenida
con varias precauciones, los compuestos oxigenados del Teluro no
tiencn efecto, por lo tanto, siempre al decir de los autores puc-
de ser aplicada esta reaccidén como un m€todo sensible y especifi--
co de deteccidn del Selenio, ya sea en la forme de elemento, o co-
mo scleniuro, selenito o seleniato, desde el momento en que todos
¢stos compuestos pueden ser convertidos en Acido Selenioso.

1. L T O D 3~ Cuatro gotas de solucidn de Difenilhidracina asimé-




12
trica en acido acético glacial se mezclan con una gota de icido
Clorhidrico diluido y una gota de la solucidn a investigar. En
presencia de Acido Selenioso pronto aparece una coloracidn roja
que cambia & rojo-violeta brillante. Cuando existen muy peque-
rias cantidades de Selenio el color aparece sélo al cabo de unos
minutos, conviniendo entonces efectuar una prueba en blanco.

LINITE DE IDENTIFICACICN - 0.09 microgramos de Selenio.

CONCENTRACION LIMITE - 1 : 1.0CC.0CC.

JEACTIVO3 - Solucidn al 1 #¢ de Difenilhidracina asimétrica en

acido Acético glacial. Probar la solucidn en blanco. Acido Clor-
hidrico 2 N,

Segun Feigl, el Acido Selenico da también la misma co-
loracidn pero el limite de identificacidn es de sélo 100 micro-
gremos. OSin embargo, como los seleniatos son convertidos facil-
mente en selenitos por calentamiento con Acido Clcrhidrico, une
gota de la.solucidn pueden ser calentadas con Acido Clorhidrico
en un microcrisol y ensayada entonces con el reactivo. Puede de
esta manera detectarse 1 microgramo de Acido Selenico;

Las interferencias con materias oxidantes que pueden
causar la formacidn de la coloracidén roja se previenen de la si-
guiente manera: La sustancia sdlids se calienta con unas poces
gotas de Acido Clorhidrico concentrado en un microcrisol, para
destruir los oxiécidos oxidantes (Yédico, Brémico, Cldérico,Per-
mangahico, etc.) y perdxidos.

Como los tungstatos, molitdatos, y sales ferricas y cu-
pricas no son afectados por este tratamiento, en presencia de cual
quiera de estos compuestos, se deberd agregar Acido Oxédlico al

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

Claro estd que en el casc nuestro de la adaptacidn de
dicha reaccidn al campc cuantitativo las condiciones de experi-
nesntacion se simplifican considerablemente pues por medio ce la
destilacidn del halogenuro de Selenio y su subsiguiente recuccidn
al estado de elemento, podemos obtener el Selenio al estado de
ebscluta pureza.

3in embargo.un problema serio fué la obtencidn de la
forma oxidada del 3elenio y su extraccidn del seno del liguido,
rero los inconvenientes citados fueron orillados en la forma que
verenos luego, al tratar de la preparacidén de la muestra en este
caso especial.

Para ver las condiciones de adaptacidn de la reaccidn
zl campo cuentitativo, preparamos soluciones crecientes de Acido
selenioso (3chering-Kahlbeum),preparadas a partir de una soluciodn
que contenia 1000 microgramos por mililitro de Se.

Istas cantidades fueron agregadas evaporando el sgua
en medio alcalino a la Fenolftaleina para evitar pérdidas de Se-
lenio y luego de llevar a sequedad en el Bafio-Maria en crisolitos
de porcelana que hacen m&as neta la reaccion se diluyd el residuc
con 0.2 ml. de agua.

Luego de llevar a neutralidad con Acido Clorhidrico 2K
se acidificd, siempre a estar a las directivas de los autores de
la reaccidén cualitativa, con 0.1 ml.de Acido Clorhidrico 2 .N.

Iuego de dicha acidificacidn, se 1levd a cabo lg reac-
cidn asgregando 0.5 ml. de la solucidén acética de Difenilhidracina
y esperando un tiempo de quince minutos para esperar la intensi-

ficacidn méxima de color.



14 -

Esta dilucidn del reactivo y reactante es la mas apro-
piada para impedir la precipitacidn del clorhidrato de la base
en exceso.

Luego del tiempo de intensificacidn y como la dilucidn
con agua destruia la coloracidn, buscamos un disolvente apropia-
do para efectuar la dilucidn y llevar a volumen definitivo habien
do ensayado varios disolventes que permitieran la extraccidn de
la colorante sin alterar la intensidad de la misma.

El primer disolvente que probamos fué el Acetsto de I-
soamilo; €ste es muy rapido en su accidén pero a los dos lavados
sucesivos con TRES ml. de agua viraba hacia el anaranjado indi--
cando que era sensible a un cambio en el pH del medio.,

Inte semejantes condiciones pensamos que en vez de ex-
traer, seria mejor diluir en condiciones standard de dilucidn y
2 tel efecto hicimos varias tentatives de dilucidén en disolventes
orgénicos.

Luego de ensayar con Alcohol Etilico, Acetato de Isoa-
milo, Ligroina, Eter Etilico, Propanocna y Sulfuro de Carbono,nos
decidimos, para efectuar las comprobaciones acerca de la estabi-
lidad de 1la coloraciéﬁ en el tiempo transcurrido entre la reac-
cién y la medicién de la intensidad al fotidmetro, por la propano-
na y el Alcohol Etilico.

Los resultados, como se demuestran en el grafico adjun-
to se inclinan decididamente hacia el empleo de la propanona, la
la cual emplesremos definitivamente en el curso de todas las ex-
periencias posteriores.

TABLA DE VALORES CCN ALCOHCL ETILICC Y PROPANCNA

Las lecturas se han efectuado a la hora de hecha la di-
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lucidn trabajando con el filtro espectral 5-57 del fotdmetrc Ftul-

frich. Los mimeros indican # de transparencia, siendo el del A;uz2400

Bl uso del filtro espectral, 5-57 E, fué elegido, como el més a-

propiado, por su sensibilidad.

mmEr . Se Alcohol Promedio Acetona Promedio
o |95 %95 9.7 | 100 100 10C 1c¢
2 90 9C 90 90.¢ 36 85 87 50
4 76 76 76 76.C 76 78 78 7.5
6 52 51 53 52 52.0 53,5 52 52 52.C
8 39,5 39.5 38.5 39.2 39 39 39 39.0C
10 31 29 29 30.C 31 0 31 3C.7
12 20.5 21 21.3 21.3 21.0 24 24 24 R4.C
15 | 15 15.8 15.7 15.5 15 15 15 15.C
Con Acetato de isoamilo
T
0 95 95 95 95.0
2 87 85 85 86 85.7
4 66 65,5 66 65.8
6 34 35 395.5 35.C
8 20.4 20.4 21 20.7
10 12,7 13.2 13 13.0
12 8 7.9 8 3.0
15 4,2 4.0 4.3 4.2

~—--6000008~=~=
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Luego de esperar SEIS horas, los tubos que contienen
acetato de amilio estén completamente decolorados, no asi los de
alcphol y acetona que sometemos a una segunda lecture al fotdme-
tro.

Transparencias luego de SEIS horas de efectuada la lec-
tura primera. Los tubos con alcohol estan decolorados haste el
de 4 Microgramos y por lo tanto sélo se leen los de & partir de

5 microgramos en adelante.

95
5]
—
L

mmer. Se Acetona - Promedios Alcokol Promedios
6 52 52 52 } 52.0 | 75 75 75 750
8 43 43 43 | 43.0 65 65 65 65.0
10 36 36 36 36.0 62 62 62 62 O
12 27 27 27 27.0 51 5C 5% 21.0 }
15 17.5 17.5 17.5 47 47 4% 47,0
====00000===-

Vemos, de acuerdo a los datos adjuntos, que la estabili-
dad de la coloracidn es muchisimo mayor con la dilucidn en acetona
que con la dilucidn en alcohol etilico y es por esta causa que nos

decidimos a usar en lo sucesivo sélo la propanona como diluyente.

====00000===~
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PREPLRACION DE LA CURVA MADRL

La ventaja que nos pressnta el Fotémetro Pulfrich es
le de poder, una vez establecidos los valores de los porcientos
de transmisiodn luminosa, hacer las determinaciones colorimétri-
cas sin necesidad de testigo como en la colorimetria gencrsl.

Esta ventaja se traduce en un ahorro muy grande de
tiempo y de variables en juego, aunque es necesario extremar lus
precauciones al confeccionar esta curva pues es la que nos perui-
tiré en lo sucesivo prescindir del testigo.

Una vez elegido el filtro espectral 3-57 y la acetona
como disolvente pasamos a la preparacidén de dicha curva ¢n forma
definitiva. |

Con ese objcto, preparamos una solucidn de Acido Scle-
nioso, qu¢ contenie 10 microgremos de Selenio por mililitro. dc
clla medimos 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.5 y 2.0 ml. ccrres-
pcndicntes a concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 y 2C micro~
gremos. de Selenio, en crisolitos de porcelana. Llceglinizamos &
1a Fenolftaleina con solucidn 2 Jormal de Hidrdxido de 3idic,
evaporamos a seco en el Cafio-Maria. Seguidamente afiadimos (.2 ml,
de agua, seguidos de 0.2 ml. de Acide Clorhidrico 2 Normal, con
lo cual el medio queda acido. 3 ailade entonces C.5 ml. de solu-
cidn de Difenilhidracina asimétricsa, preparada en el momento por
dilvcidn de C.1 ml. de la la. en 1C ml. de Acido Acético Glacizal.
Se dejan transcurrir 15 minutos, con rotaciones espaciadas de los
crisoles con el objeto de alcanzar la maxima produccién de color,
después de lo cual se diluye con 8.1 ml. de acetona y 1.0 ml. de

agua destilada (Total 10 ml). Se filtra rapidamente por un pequc-
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no filtro de papel recogiendo en un tubo de ensayo y tapando el
embudo con un vidrio de reloj para evitar la evaporacidén del di-
solvente, y leyendo las transparencias en fotdmetro Pulfrich,
empleando cubetas de 30 mms. de espesor y filtro espectral S-57.
Los valores, promedios de TRES lecturas, para cala de-
terminacidn, figuran en la siguiente tabla, como zsi también los

respectivos coeficientes de extincidn,
-TABLA -

TABLA DE VALORES DE TEANSMISICKES PARA LA CURVA MADRE

mmgo. Se | Transparencias | Coef. de
(Promedios) | extincidn

0 100.0 C.CC0
2 83.5 4 0.026
4 66.9° 0.C39
6 92.G 0.099
8 41.0 0.129
10 33.6 0.157
12 26.8 0.191
15 19.8 0.234
20 11.6 0.312

—===0000000=-=~~
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La representacién grafica de estos valores es la siguien
te. oe puede comprobar que la reaccidn en las condiciones de ex-
perimentacidn adoptadas, sigue la Ley de Lambert-Beer. Los datos

son perfectamente reproducibles.

~===0000000----
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;DAPTACION 4 DETERMINACIORES CUANTITATIVAS - RECUPERACICHLS

Habiendo comprobado que la reaccidén de Feigl-Dement,si-
¢ue en las condiciones descripts la ley de Lambert-Beer, nos pro-
pusimos adaptarla & determinaciones cusntitativas, con vistas a
su posible aplicacién a evaluaciones en alimentos, donde es pre-
cisemente importante el conocimiento de su contenido en 3Seglenio.

A tal efecto, hemos considerado los siguientes puntos
ya aclarados en la literatura quimica:

1o - E1 Selenio puede ser 2islado de los demas elemen-
tos destilédndolo por medio de su bromuro volatil. Bajo esas con-
diciones, sélo el Arsenico, Antimonio, Estano, Germanio y Selenio
destilen, y de todos ellos, tan sélo el Selenio puede ser reduci-
do a la forma de elemento por medio ¢e el Anhidrido Sulfurocso y
lag Hidroxilamina.

2° - El precipitado de 3elenio obtenido puede ser como-
damente filtrado por un riltro de Vidrio Filtrante en lugar de un
Crisol de Gooch, y siempre que el poro del filtro corresponda &l
G-4 (Schott-Jena).

3° - Dicho precipitado, como Klein (4) lo ha puesto de
maniiiesto en su trabajo, es facilmente disuelto por la accidn
del Eromo y del Acido Bromhidrico pasando a la forma de Bidxido
de Selenio, cuantitativamente, forma bajo la cual puede ser valo-

. rado por la Difenilhidracina asimétrica.

Por 1lo tanto:

1) Recuperaciones de selenio a tr:vés de Reduccidn con .,(C2

¢ Hidroxilamina, filtracidn y oxidacidn con Bromo - Clor-
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hidrico.

2) Recuperaciones de 3elenio por Lestilacidn, reduccidn, fil-

tracién, yoxidacidn.

3) Recuperzciones de Selenio a través de la destruccidn de me-

terias orgénicas.

(1) RECUPERACIONES A TRAVES DE EEDUCCION

CON_SULFUROSO E HILDEOXILAMINA

Con ese objeto y partiendo de la base que los compues-
tos Seleniosos son totalmente reducidos en soluciones acidas -
(C1 H =) por el Anhidrido Sulfuroso e Hidroxilamina, hicimos una
serie de ensayos con cantidades crecientes de Selenio. Teniendo
en cuenta jJue en deterﬁinaciones en materias orgdnicas serd nece-
sario una destilacidn para separar el Selenio como tetrabromuro y
qué nosotros penssmos adaptar esta destilacidén sustituyendo el Aci-
do Bromhidrico corrientemente empleado por Acido Clorhidrico, ten
dremos que efectuar la reduccidn sobre un liquido que, ademéas de
contener Acido Clorhidrico, contendrd tamtién Bromo.

Por ese motivo los EN34YOS TE RECUPERACIONES A TZLVES
DE REDUCCION CON SULFUEROS0 E HIDROXII£NINA, son hechos sobre solu-
ciones clorhidricas de Anhidrido Selenioso, conteniendo Bromo.

ENSALYOS.

a) REACTIVOS.

1) SOLUCION BROMC-CLORHIDRICA. Se prepara afiadiendo 20 ml.
de Bromo a 980 ml. de Acido Clorhidrico (D = 1.19).
2) SOLUCION ACUOS: DE HIDROXILLMINA AL 10 %.
b) REDUCCICN

Por duplicado fueron hechos ensayos de recuperacidn de
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4, 7, 10, y 15 microgramos de Selenio. Con ese fin y partiendo
de la solucidn de Acido Selenioso que contiene 10 microgramos por
Mililitro, medimos 0.4, 0.7, 1.0, y 1.5 ml. de esa solucidn en
tubos de ensayo, afiadiendo agua hesta completar 5 ml. y luego
10 ml. de solucidén bromo-clorhidrica.

Luego de saturar con anhidrido Sulfuroso (Comin de ci-
lindro), se afiaden 5 ml. de la sclucidn de Hidroxilamina, calen-
tando en Bsifio-Maria por Media Hora. Luego de enfriar a tempera-
tura ambiente, se satura nuevamente con Sulfuroso, y se sbandonan
los tubos por doce horas. A1 cabo de ese tiempo, puede apreciarse
facilmente en todos los tubos la presenciz de particulas de Sele-
nio rojo.

c) FILTELCION.

Fara aislar el Selenio precipitado en la reduccidén men-
cionada, filtramos a través de un embudo de Vidrio Filtrante C--4
(Schott-Jena). Los buenos datos de recupéracidn a que hemos lle-
gado, prueban que este filtro retiene en su totalidad las parti-
culas de Selenio precipitadas.

Luego de total'filtracién, se lava por filtrado con su-
cesivas porciones de agua destilada,

d) REDISCLUCION DEL PRECIPITALC.

Este es sin duda un punto importante por cuanto debe
transformarnos el Selenio en fnhidrido Selenioso, de tal modo
que permita efectuar la reaccidn colorimétrica final con-Diienil-
hidracina asimétrica. Afortunadsmente al procedimiento ¢s redi-
solucién descripto por Klein, (4), nos permite este proypdsito.

Nosotros siempre sustituimos el Bromhidrico por el Clorhidrice.

El reactivo de Redisolucidn se prepara afiadiendo 20 ml. de agua
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saturada de Bromo a una solucidén de 5 ml. de Acido Clorhidrico,
(D = 1.19), en 75 ml. de agua.

La redisolucidén se efectia afiadiendo al filtro que
contiene el Selenio, 2 ml. de este reactivo, dejando estscionsar
diez minutos y luego succionando suavemente a la trompa y reco-
giendo el filtrado en un tubo de filtracidn al vacio. (De scuer-

2o a Klein (4), la cantidad de Bromo presente en 1 ml. de react_-

vo es suficiente para oxidar y por lo tento redisolver hastz 50C
microgramos de Selenio). Finalmente, lavamos por filtracidm con
tres porciones sucesivas de 1 ml. cada una de agua destilats, ro-
cogiendo los filtrados en el mismo tubo de iiltracidén al vacio.

e) ELIMINACION DEL EiCESQC DE BRCNC

La hemos hecho, siguiendo el mismo método dado por
Klein, por transformacidn en tribromofenol. Con ese objeto, el
filtrado anterior se pasa cuantitativamente a un crisolito de pcr-
celena mediante Tres lavados sucesivos con 1 ml. de agua cade vez.
Se afiaden entonces tres gotas de solucidén acuosa al 5 % de fenol
y se agita suavemente. Luego agregemos 1 gota de solucidén slcohd-
lica de Fenolftaleina al 1 % y solucidn 2 N de Hidroxido de 5odio
hasta reaccidn alcalina, evaporando entonces a seco en el Lario~
Meria después de lo cual se efectda la reaccidn coloripétrica del
mismo modo descripto en la construccién de la curva.

La tabla de la pagina siguiente resume las recupera-
ciones obtenidas.

Fuede observarse que ellas son satisfsctorias demos-
trandose asi la bondad del filtro G-4, y del procedimiento de adap-

tacidn del liquido de redisolucidn del Selenio precipitedo, para



efectuar la reaccidn.
Este peso de nuestro trabajo nos soluciona la evalua-
cién sobre el ligquido de destilacidén que tendremos cuando ensaye-

mos sobre ella.

«===0000000==—~
T A E L A
Microg. de Se.| Transparencias| Promedio | Se. Kecup. Error
4 65 66 66 65.7 3.9 -2.5
4 65 65 64 64 .7 4.0 0.C
7 47 47 47.5 47.1 7.0 0.0
7 49 47 46.5 47,5 €.9 1,7
10 33 33.5 34.3 33.6 10.1 +1.0
1C 35 35 35 35.0 9.7 -3.0
1
15 21 21 21 21.C 14 .4 ~4.C
15 20 20 21.5 2C.5 14.7 ~2.C
4

~=—==000C000====
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RECUPERACIONES DE SELENIC A TRAVES DE CESTILACICN

Habiendo aemostrado jue las reducciones y subsiguien-
tes operaciones eran cuantitativas, nos hemos dedicado en esta
parte del trabajo a poner de manifiesto les condiciones btajo
las cuales el Selenio puede ser destilado bajo la torma de Halo-
genuro.

Con ese objeto hemos seguido el sizuiente procedimien-
to.

al APA?ATO - Hemos empleado en el curso de este travajo 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 gue nos
permite destilar mien-
tras se efectla cestruc-
cidén de materia orgédnica
en uno de ellos.

b) SELENIO EN ACIDO SULFURIZC - Toda destilacidén de Selenio

va precedida de una digestidn sulfonitrica, en presencia de Oxi-
do Mercurico, como fijador del Selenio y catalizador en la des-
truccion de materia organica. Por consiguiente, fué de interés,
antes de realizar las pruebas de recuperacidn por destilacidn,
conccer el contenido en Selenio del Acido Sulfurico a emplear.

Hemos towmado para ello, Sulfurico pro-andlisis { d= 1.84) de 1la
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Cia. Juimica,

Ldoptando las condiciones de destilacidn descriptas
por Klein (4), empleamos BC ml. de f4cido Sulfdrico, 50 ml. de
agua destileda y 25 ml. de solucidén clorhidrica de Brome (60
ml. de H C1 y 20 ml de Bromo)

Al baldn de destilacidn afiadimos primero el Sulfiri-
co y cuidadosamente el agua, una vez srmado el aparato y habien-
do hecho pescar el extremo libre del refrigerante en un tubo con-
teniendo 10 ml. de agua, rodeado exteriormente de agua con hielo,
afiadimos por el tubo de seguridad los 25 ml. de mezcla bromo-
clori.idrica, cerrando inmediatamente la llave del mismo.

La destilacidn se desarrolla, calentando el baldn so- -
bre tela metdlica, con poca llama, de modo tal que en el término
de aproximzCamente dos horas tuviésemos en el tubo colector al-
rededor de 75 ml. de liquido. La ebullicidén en el baldn sec re-
gulariza por la adicidn de seis perlas de vidrio. El refrigeran-
te de bolas resulta util, toda vez que impide el retroceso del
destilado, por enfriamiento debido a corrientes de aire. La lla-
ve del tubo de seguridad impide el escape de vapores por el mis-
mo, como fué comprobado antes de decidirnos a su empleo.

Yiediante dos determinaciones de 3elenio consecutiva
en el Sulfdrico citado, pudimos establecer que contenia 4.5 micro-
gramos por cada 90 ml. o sea 49 microgramos por Kildgramo del mis
mo, lc que equivalen a 0.049 partes por millén. Este valor fué
el mismo para ambas determinaciones.

e) RECUrERACIONES POR DESTILICION - Los 5C ml. de Sulfirico,

empleados en la segunda determinacidn anterior quedaron libres de

selenio, como pudo ser comprobado sometiéndolo 2 una nueve desti-
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lacidn con nuevo agregado de agua y reactivo Bromo-Clorhidrico.
Zn consecuencia, sobre el mismo se hicieron ensayos de recupera-
cidn de distintas czntidades de Selenio, afiedidas exprofeso. He-
mos ensayado, por duplicado, sobre 5,1C y 15 microgramos, medi-
dos de la solucién que contenia 1C microgramos por mililitro de
Selenio. Estas cantidades fueron zgregadas al Sulfurico asi pre-
parado, dentro del baldn, afiadiéndo los reactivos citados y efec-
tuando la destilacidén del modo ya descripto. Para aclarar ¢l pro-
ceso subsiguiente diremos que consiste exactamente en la reduc-
cidén con Sulfuroso e Hidroxilamina, filtracidn, redisolucidn y
reaccidn con la Difenilhidracina ssimétrica, como fué descripto
al explicer los ensayos de recuperacidn por reduccidn., Los resul-

tados outenidos son los consignadcs en la siguiente tabla:

RECUPERACIONES DE SELENIO A TRAVES DE L4S DESTILACIOKES

]
el

hicro .de Se. Transparencias ilPromedio Se ..Recup.| Error%
afiadidos
o 56 56 06 56.0 5.3 6.0
5 60 60 60 60.0 4.7 -6.C
10 31 31 31 31.0 | 10.7 7.0
10 31 32 31 3l 31.2 10.7 7.0
15 19 18.5 20 <0 19.4 15.1 C.6
15 18.7 17,5 16.5 19 |  18.2 15.6 4,0

===-0000000===-
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RECUrERACIONES DE SELENIO CON DESTRUCCION DE MATERIA ORGANIC:

Aungue ha sido demostrado por Klein (4), jue el méto~
do de destruccién de materia orgdnica previo a la destilacitén del
Selenio, jue lue;o descrikiremos, no produce pérdidas de cste e¢-
lemento, hemos juzgado necesaric completar este trabajo determi-
nzndo cantidades conocidas de Selenio, a“adidas a un soporte or-
c4nico, que en nuestro caso fué una harina de trigo. Por otra
parte, las tuenas recuperaciones nos ponen en condicién de em-
plear la técnica usada posteriormente para determinar con carac-
ter estadistico el contenido normal de Selenio en los trigos ar-

gentinos.

a) REACTIVOS.

1) Ke-cla nitrosulfurica: 50 ml. de Acido sulfdrico concen—
trado (4,5 microgramos de Se/50 ml) y 100 ml. de Acido
nitrico fumante de 1,50 de densidad.

2) Oxido de Mercurio fijador; Disolver el 4xido de Mercurio
en scido Nitrico de 1.50 de densidad en la proporcidn de
5 .ramos de O Hg por cada 100 ml. de Acido nitrico.

3) Solucién Bromo-Clorhidrica: Mezclar 20 ml. de Bromo con
980 ml. de Acido clorhidrico de 1.19 de densidad.

4) Anhidrido sulfuroso: Comin del comercio, en cilindros.

5) Clorhidrato de Hidroxilamina: Solucién al 10 % en agua.

6) Solucién clorhidrica de Bromo, diluida: A 5 ml. de Acidq
Clorhidrico concentrado, se agregan 20 ml. de a;ua de Brg—
mo saturada, y diluye & 100 ml. con agua destilada.

7) Fenol: Solucién acuosa al 5 %.

8) Hidréxido de Sodio: Solucién al 10 % en agua destilada.
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9) Fenolftaleina: Solucién alcohélica al 1 %.
10) Acido Clorhidrico diluido: " 2 Normal.

~===0000000-=--~

b) DETERMINACTONES CON DESTRUCCION DE MATERIA ORGANICA.

1) - Con cardcter previo hicimos un ensayo tendiente a de-
mostrar la ausencia de Selenio en el Acido Nitrico empleado.
Con tal fin, digerimos 150 ml. de la mezcla sulfonitrica, ¢n
presencia de 10 ml. de solucién nitrica de Oxido Mercurico. la
dipestidn se prolong6d durante dos horas, sobre tela metdlica,

( Tiempo de duracidn necesario en la destruccién de Cinco grao-
mos de harina), después de lo cual se adaptd al refrigerante de
destilacidén y se destild con mezcla Bromo-Clorhidrica previo a-
“adido de agua, etc., en las condiciones ya expuestas. Il con-
tenido en Selenio fué también de 4.5 microgramos, el cual coii-
cide con ¢l encontrado para el Acido Sulfurico.

2) CONTENIDO EN SELENIO DE IA HARINA SOPORTE - Esta operacién

efectuada por duplicado, fué hecha para establecer no sélo ¢l
contenido de la harina si no tamtién para saber qué cantidad de-
bia ser descontada a las recuperaciones totales en los casos de
Selenio aadido.

Cinco gramos de harina de trigo, colocados en el baldn
Kjeldahl, se a%adieron de 150 ml. de mezcla sulfonitrica y 10 ml.
de solucién nitrica de Oxido Mercurico. El conjunto se calentd
a ba~o-Maria por media hora, desde el comienzo del desprendimicn-
to gaseoso. Como hay gran produccibn de vapores nitrosos, se
adapte el refrigerante, recogiendo sobre agua, lo cual evita
las molestias derivadas de los mismos. ILue;o se calienta sotre

tela metalica 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 enfria totalmen-
te ktajo chorro de agua; a%ade 10 ml. de Acido Nitrico y calien-
ta sobre tela hasta desprendimiento incipiente de vepores sulfu-
ricos. Si fuere necesario, esta ultima etapa puede ser repeti-
da, lo cual se hard si el contenido del talén no fuese incoloro.
Hemos notado jue trabajando con cinco gramos de harina, ello no
es necesario. Luego de enfriamiento se a“aden 50 ml. de agua
destilada, 25 ml. de reactivo Bromo-Clorhidrico y conduce la des-
tilacidén del modo ya conocido.

La determinacidn cuantitativa, acusd el valor de T.5.
microgramos de Selenio, o sea l.b microgramos para S gramos de
harina (Descontando 4.5 micro ramos contenidos en los 50 ml. de
Sulfirico empleados).

3) RECUPERACIONES DE SELENIO CON DESTEUCCION DE MATERIA OR-

GANICA. Conociendo el contenido en Selenio de 50 ml. de

Acido Sulfurico, y el de 5 gramos de harina soporte (Total 5.5
microsramos) efectuamos las determinaciones de 2, 5, 8, 12 y 15
microgramos de Selenio, a~adidos a la harina soporte. Las ope-
raciones de destruccidén, destilacién, reduccidn, redisolucién y
determinacién colorimétrica fueron exactamente las ya descrip-
tas.

Los valores obtenidos son los si.uientes:



L5CJPERACIONES DE SELENIO CON DESTRUCCION DE MsTERIA ORGALIC:

N

Sc agreg. | Transparencias | Promedio Se.Tot.!Se.agreg. Error
micrg. Rec.micr.
2 43 43 44.5 44 43.6 7.6 2.1 £.C
5 33 22 32 23 32.5 1C.4 4.% -2.C
8 22 22 21 22 21.7 | 14.1 8.9 7.5
£ 23.022.5 22.5 23 22.9 13.€ 8.1 1.2
| 12 14 15 14 14 14.2 17.9 1 12.4 C WG
15 11 11 11 1%¢ 11.2 20.3 14.8 -1.23
15 12 12 12 1z 12.0 19.6 14.1 ~6.¢
i

4) - SELENIO EN ALGUNOS TRIGOS ARGENTINCS- Como primer: &

Y-

plicacion de este método, hemos determinado el contenidec nor-

#.1 de Selenio en seis muestras de trigos ar:.entinos, provenicn-

tes de las principales zonas trigueras del pais.

Damos a con-

tinuacién los valores hallados, como asi también la proceden-

cia de los trigos.

PROCEDENCIA

SELENIO

P, P.il.
La Pampa 0.08
La Pampa 0.14
Coérdota 0.0¢&
Santa Fé 0.05
Euenos Aires G.30

Buenos Aires

0.20
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Las cantidades encontradas, son extremadamente peque-
%as, sobre todo si se las compara con los valores hallados pare
tri;os norteamericanos, procedentes de zonas consideradas como
seleniferas, que en estos casos van desde 5 a 30 p p m.

Un estudio mucho mds completo en este sentido permi-
tird dar idea del contenido normal en Selenic. de nuestros tri-

£0s y también de los suelos de cultivae,

~===0000000=~-—~



1) -- En una revisidén de la btitliografia sotre determinaciotn

2) ~

4) -

5) -

de peque“as cantidades de Selenio, hemes podido compro-

bar
VoS
des

Los

jue no existen métodos colorimétricos cuantitati-
adecuados para la valcoracidén de pegue~as cantida-
de ese elemento.

métodos nefelométricos, tasados en la producciodn dGe

una fina suspensidén de Selenio, estabilizada por el a-
gregado de goma aréviga, como coloide protector, son
poco sensitbles e inapropiados para la determinacién de
muy peque<as cantidades. Por otra parte, como heros po-
dido comprobsrlo, no son seguros, ya jue aun tratajando
en condiciones rigurosamente standardizadas se obttienen
valores no reproduciddss.

La reaccion de Feigl-Demant con Difenilhidr.cina asimé-
trica parz compuestos seleniosos, ha sido adaptada pa-
ra la evaluacién colorimétrica de muy pegueias caniida-
des. Esta reaccidn, en las condiciones descriptas, por-
mite evaluar colorimétricamente de C a 20 microgramos e
Selenio en un volumen de 10 ml. y sigue la Ley de Lam-
Lert-Beer, dando valores reproducibles.

Estudiando los métodos de separacidn de Selenic por des-
tilacion como tetrabromuro, hemos encontrado factitle

la sustitucidén del Acido Bromhidrico hasta ahora emplea-
do, por Acido Clorhidrico y las destilaciones asi efec-

tuadas son correctas para determinacién de muy peque=as

cantidades.
El método descripto ha sido comprobado a través de ensa-
yos de recuperacién bajo distintos aspectos.
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