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RESUMEN DE LA TESIS
Presentada por Jaime Blum para optar al titulo de
Doctor en Quimica

El trabajo de referencla,presenta al producto en su forma habitual en el comercio.
Se hace especlal mencion a los detalles corrientes y nombres con que es presentado
el producto para su venta y figura un detalle completo de los antecedentes histori-
cos que gobre los estudios del isomero gamma del hexaclorociclohexano 1,2,3,4,5,6,
se realizaron desde el siglo pasado.

Pasa a continmuacion a detallar les propledades fisicas y quimicas de dicho compues-
to ¥ a las determinaciones a que deben ajustarse las mesclas hsbituales para en~
cuadrarse en las normas que,sobre insecticidas,ha publicado las Nacliones Unidas,en
su rema de la Organizacion Mundial de la Salud.

Seguldamente,figura un estudio detallado sobre la estereolsomeria y estructura cris-
talina.Bn este estudio,se ha puesto especlal enfesls a la vinculacion posible exis-
tente entre la estereolsomeria y el poder insecticlda.Ademas,figuran graficos con
las estructuras atribuidas a cada isomero de los habituales cinco que figuran en
las comunicaciones cientificas,hacliendo referencie a la posibilidad de la exdsten-
cia de otros mas,todavia no hallados experimentalmente.-

Termina la parte de introduccion con un detalle acerca del fenomeno de la dehidro-
cloracion de los diversos isomeros,seguida de un detelle enumerativo de todos los
metodos empleados en la actualided para la determinacion del isomebo gamma dentro
de la mezcla de isomeros.-

A continuacion,se estudia detalladamente cada uno de los metodos en si.Asi,son so-
metidos a una revision critica los metodos espectrofotometricos,los de dehidroclo-
raclon,los crioscopicos,los cromatogreficos,;olarograficos,colorimetricos,biologi~-
cos,roentgenograficos y gravimetidcos,todos ellos revisados con la atencion puesta
en la posible aplicaclon de los mismog a pequenos laeboratorios industriales.Se acom-
panan a tal efecto,graficos,figuras y tablas para atestiguar su exactitud.

Se deja para el final las consideraciones teoricas y practicas del metodo propuesto.
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En este metodo,que es objeto de este trabajo de tesis,se hacen comperaciones con
los pocos metodos existentes,por disoluclon selectiva y se hace especlal referen-
clia a los antecedentes existentes.-

Figuran detalledas,las determinaciones reallzedas,enceminades a constatar la sen-
sibilidaed del metodo y su aplicebilid-d a los laboratorios.A tal fin se realizaron
determinaciones de pureza en los compuestos que sirvieron de base p:ra todos los
ensayos,separacion cuantitativa de isomeros de por disolucion selectiwa en diver-
sos 1someros(solventes),aislamiento de isomeros puros y determinaciones de sus
respectivos puntos de fusion,purificucion de productos rotulados 99% y determi-
nacliones realizadas com los miemos,preparaciones de mezclas sinteticas y enun-
ciedo del metodo con la aplicacion inmediata del mismo a las mesclas sinteticas
preparadas,a las que se lee conoclia previamente el tenor en isomero gamme,los
resultados hellados,que hablan de la aplicabilided del metodo,figuran en tablas
al final del mismo,como asimlismo una comparacion de semsibilidedes com los otros
metodos mas arriba anunciados.

Para comple.ar el trabajo,figura une table completa de solubilidades de los cin-
co isomeros que componen habituelmente las mezclas,en muy diversos solventes a
la temperatura de 20 grados centigrados.

Figuran 62 citas bibliograficas y un indice.-
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ANTECEDENTES :

El hexaclorociclohexeno 1,2,3,4,5,6, conocido también con los

nombres de gammahexano,566, Dindano, Lindano, BHC, Dupirano, etc.
y al que por razones de comodidad, de ahora en més, denominaremos
con HCH, es un derivado clorado del venceno. De los varios isome
ros posibles, que se producen en esta cloracién, el gamma es,has-
ta ahora, el derivado que posee una mayor actividad insecticiaca de
contacto: bastan 0,2 milésimas de milf{gramo para matar, en pocos
segundos, una mosca (1).

La preparacién industrial de este compuesto, por cloraciébén -
del benceno, en presencia de determinados catalizadores, produce
una mezcla de estereoisémeros, as{ como muy pequefias cantidades de
heptacloro y octacloro ciclohexano, Los isémeros, sélo difieren en
tre sf, por la orientacién de los 4tomos de cloro, alrededor del
anillo del ciclohexano., Este estéreocisomerismo, introduce una dife
renciacién en la actividad insecticide entomolégica, siendo el is$
mero gamma, cualquiera sea su estéreo-forma, aquel que. realmente
posee actividad contra los insectos.-

Al mismo tiempo que se producen dichos isémeros, en la prepa-
racién industrial se originan impurezes, como las dichas del hepta
cloro y octaclorociclohexano, pero dado que estas impurezas son re
lativamente muy pequefias, (en cantidad) y los productos comercia-
les habituales s86lo las poseen en una cantidad despreciable,sblo
consideraremos para los efectos del andlisis, la presencia de cin-
co isémeros.-

El gran inconveniente, desde el punto de vista de la aplica-
cién, es su persistente olor caracterfstico, que cuando estd di-
lufdo, recuerda al olor a himedo o a enmohecido de la madera y -—-—
substancias orgénicaes, y que comunica, en forma también persisten-
te, a todo lo que estd en contacto. Ese olor tipico del producto
técnico, parece que no es debida el HCH, sino que parece originar-—
se en las impurezas de produccidn que normalmente acompafian al pro
ducto crudo. Cuando se afsla de la mezcla técnica, el isomero gam-
ma, es decir el producto entomoldgicamente mids activo y se lo puri-
fica convenientemente, dicho derivado es practicamente inodoro; por
esta circunstancia se han patentado varios metodos para desodorizar
al HCH.

Sus caracter{sticas insecticidas, lo sefialan como un insecti-
cida de contacto potente, veneno respiratorio y antidoriférico es-

pec{fico. Sobre ciertos insectos, posee un valor téxico superior
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al DDT, por ejemplo para el exterminio de las cucarachas. La toxi-
cidad de los isomeros, con respecto a los animales.de sangre ca-
liente, también varia, siendo el isémero gamma mds téxico que el
DDT (2). -

Dada la circunstancia qué, de todos los isémeros, sbélo el gam
ma tiene una accién insecticida definida, potente e inte- - - -
resa por tanto, conocer siempre, el tenor engamma que posee una -
preparacién determinada. Toda fabricacién técnica del HCH debe ir
seguida de su valoracién, para precisar su actividad y valor insec
ticida.,

Se han emitido varias hipbtesis acerca del modo de accién de
é€ste insecticida. Pero, sea cual fuere el mecanismo téxico, éste
presenta una de las mayores conquistas técnicas de la quimica de
los insecticidas modernos, actuando cémo uno de los més activos in
secticidas de contacto y digestibn.-

Técnicamente, el HCH, es empleado en forma de polvo, diluido
con substancias inertes (talco, tierra de infusorios, etc.),a con-
centraciones variables, En solucién, en disolventes orgénicos,tam-
bién a distintas concentraciones, para pulverizaciones o formacién
de Aerosoles, siendo los solventes més empleados, el metanol,xile-
nos, tetracloruro de carbono, percloroetileno, difluordiclorometa-
no, Kerosén, petréleo y aceites. Y a veces, se le agregan otras -
substancias para conseguir doble accién, de répida actividad y per
sistencia insecticida (entre ellas, los sinergistas).-

En emuiaién, es empleado en concentraciones de hasta el 20%
con un emulsionante cémo, por ejemplo, el aceite de rojo turco,dci-
dos naftalenesulfénicos, etc. Finalmente, y debido a su gran estabi
lidad (que ya veremos al tratar sus caracter{sticas fisicas y qufimi
cas), puede emplearse volatilizédndolo directamente sobre superficie
calientes; de esta forma, se produce un aerosol de concentracién -
ténto més elevada cuanto mayor sea la cantidad de HCH vaporizada.-

E1 HCH es uno de los insecticidas més poderosos., Puede afirnmar
se que no hay insecto conocido que resista a su accién téxica mdlt;
ple, como veneno de contacto, estomac.l e incluso respiratorio. Las
cucarachas, que son bastante resistentes al DDT, sucumben répidamen
te frente al HCH. El isémero gamma puro, es cién veces mds toxico
para la langosta y diez veces més t6xico para los mosquitos que el
DDT. Concentraciones de 0,4%0000 (por millén) son activas ya, para

much{simos insectos, Unicamente en ciertas especies de orugas, pa-
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rece que su actividad es menor, como insecticida, que el DDT.-

Se han emitido diversas teorias para explicar la gren diferen
cia de actividad fisiolégica de los diversos isémeros. Segin una
de ellas, (3), la estructura ffsica de la estructura molecular, es
de suma importancia, La mayor diferencia de estructura la tenemos
entre la forma beta y la gamma, El beta, con actividad entomblogi-
ca practicamente nula, tiene estructura casi plana mientras que el
isémero gamma tiene forma relativamente esférica y posee fuerte ac

cibén convulsiva.-

ANTECEDENTES HISTORICOS

El HCH fue fabricado por primera vez por Michael Faraday(4)

En 1825 ya, describié el aislamiento del bicarburet de hidrogeno
(venceno) del condensado obtenido por compresidén del gas de alum-
brado. Faraday hallé que, el bicarburet de hidrdgeno, reaccionaba
con el cloro, a la luz del sol, para dar un cuerpo sélido y un flui
do (1fquido) denso y pesado. Las dos substancias eran solubles en
alcohol y sin duda, consistian de hexaclorociclohexano.-

En 1833, Mitscherlich describié la descomposicién por Alcalis,
para dar triclorobencenos, y Peligot y Lauret determinaron su com=-
posicién en 1836. Luego, Meunier, mostré que posefa dos isémeros,
el alfa con un punto de fusién de 137°C y el beta, con un punto de
fusién mucho més alto.-

Mathews, en 1891, investigd mds adn éstos isémeros, y luego
en 1912, T, van der linden (5), establecié la existencia de cuatro
isbmeros que tenfan 1los siguientes puntos de fusién, en grados cen=-
tigrados: alfa- 158; beta- mds de 200; gamma 108-111 y delta 129
-132.-

Finalmente, en 1942, se pudieron preparar los isomeros alfa y
beta puros, y su actividad entomolbgica fué estudiada por F.J.D.
Thomas en Inglaterra. Thomas encontré que ambos isémercs eran real-
mente inactivos frente al gorgojo, Siendo el isémero beta, practi-
camente no téxico., En Inglaterra, al comienzo de 1943, se aislé el
isomero gamma y se encontr$ que este era, para el gorgojo, més t6-
xico que cualquier otra substancia probada hasta entonces.-

El Dr, B,Piédrola Gil (6), con abundante documentacién,quita
a los ingleses la primacfa de la aplicacién de &sta substancia co-
mo insecticida de gran envergadura y manifiesta que las primeras
investigaciones se deben a lo franceses. Sin embargo, por circuns

tancias de la guerra, era evidente que existfa mutuo desconocimien




-4 -

to de las investigaciones de los franceses e ingleses y €3 mas e-
cléctico atribuirle a ambos el descubrimiento del HCH.

Al respecto, en (7) existe un relato completo de las primeras
investigaciones llevadas a cabo por los Dres. Raucourt, Bory, De-
gue, Beche y en especial Dupire, bajo el nombre de "Un insecticide
nouveau:l'hexaclorure de benzene", Dupire estudié sus aplicaciones
industriales, su accién contra la polilla, piojos, y ademés otros
insectos plagas de los cultivos agricolas, Deposité patentes de ig
vencién, ya en 1941.-

En 1942/3 hicieron aplicacién extensiva del mismo producto,
los dermatblogos franceses, particularmente contra los piojos (Pe-
diculus Capitis) que afectaban a muchos escolares del sud de Fran-
cia (8). Ya Dupire en su trabajo nombrado més arriba, establecié
una vinculacién entre las propiedades f{sicas e insecticiaas, pues
los isomeros menos solubles en los solventes orgénicos y de alto
punto de fusién, eran menos activos, en contraste con los mds féci
les de separar por su solubilidad en esos solventes y por su bajo
punto de fusién, de elevado poder insecticide2, por lo cual esta-
blecié una relacidn entre la estereoisomeria y las propiedades in
secticidas de tales substanciase.-

En Inglaterra, las primeras observaciones publicadas, fueron
efectuadas en 1942; las primeras comunicaciones cientificas fueron
las de E.Holmes el 9 de Abril de 1945 a la Industrial Pest Control
Association con el titulo de "666. An insecticide triumph of the
British Chemical Industry" y muy poco después la célebre presenta-
cién de R.Slade (9).-

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Buena parte de la informacién obtenida al respecto, hasta 1948
habla de la existencia de cuatro isémeros. E1 descubrimiento de su
enorme actividad insecticida, y el inmenso impulso que experimenté
como consecuencia de ello, el estudio del HCH, hizo elevar el ndme-
ro de isbmeros a cinco, que son lg¢s habituales de las comunicacio-
nes cientificas. Pero, cémo se verd al estudiar la estereoisomeria
del HCH, no se descarta la posibilidad del hallazgo de otros iséme
ros, cuya existencia se prevee, pero que no han podido ser halla-
dos experimentalmente adn. Al respecto, es interesante consignar
que Orloff ha demostrado la existencia de los isémeros ETA y THETA,
(10) y (11), a los que les atribuyé§ diferente configuracién este-

reoisémera (peppee y pepeee respectivamente) cuya significacién ya
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se aclarard al estudiar la estereoisomerfa de los 5 isémeros cono-
cidos.~

Propiedades Quimicas:

Todos los isémeros del HCH, poséen considerable estabilidad
quimica, Ya en el proceso de fabricacién, estdn sometidos a la ac
cién del agua caliente y la luz durante un considerable perfodo de
tiempo, Ademds, pueden obtenerse estructuras cristalinas, del aci-
do nitrice caliente (10). Por lo tanto el HCH puede permanece esta
ble frente a una continua exposicién a la atmésfera.-

Con 4lcalis, a temperaturas de 60°C o corrientes, el HCH se
dehiaroclora para dar triclorobencenos, Al respecto daremos una in
formacién muy detallada en el capftulo de dehidrocloracién. Pero
adelantamos que la dehidrocloracién no se produce por simple mezcla
con cal molida a temperaturas ambientes o a 60°C, ya sea seca o en
presencia de agua. Por lo tento, el HCH, es estable en aguas natu-
raleSe~
Propiedades f{sicas:

Damos a continuacidén una tabla de puntos de fusidn de los di-

versos isémeros del HCH. en tubo capilar

PUNTOS DE FUSION DE LOS ISOMEROS

(en grados Cent{grados)

alfa sec0e00s 158

beta 0 ¢ 00 0o 210,5
(capiler sellado )

gemmMa...ea00 113
deltase.e... 138,5
epsiloneec.. 219
Los diversos isémeros tienen distintas solubilidades en distin
tos solventes, siendo prdcticamente la acetona, el solvente univer-
sal. Al final de este trabajo figura una tabla completa de solubi-
lidades de los diversos isémeros en distintos solventes.
Figura a continuacién, una tabla de presiones de vapor, para
cuatro isémeros, tomada del trabajo de Slade (9), en que los valo-
res figuran expresados en milimetros de mercurio.

PRESION DE VAPOR DE LOS ISOMEROS
(en mm. de Hg.)

20°C 40°C 60°C.
alfa 0.02 0.06 0.33
beta 0.005 0.15 0.58
gamma 0,03 O.14 0.48

delta 0,02 0,09 0.34
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MEZCLAS HABITUALES DEL COMERCIO

El producto se presenta habitualmente en el comercio, en for
ma de polvos de diversas concentraciones, pero de entre las diver
sas concentraciones, hay dos que son las mAs habituales, una con
12-14% de isbmero gemma y que recibe el nombre corriente de gamme
xane y aquel que es 99—100%, que recibe el nombre de Lindane, por
T, van der Linden, quien estudié el HCH a fondo. Estas dos concen
traciones, son las mds habituales en el comercio internacional, y
el reapecto existen normas dictadas, respecto a las cuales se de-
ben ajustar los industriales fabricantes. Dichas normas fueron pu
blicadas por la OSM (Organizaci6n Mundial de la Salud), dependien
te de las Naciones Unidas (12).-

La mezcla de 12-14%, tiene las siguientes proporciones de los
distintos isomeros: (13)

glfe ..... 65-70%
beta .o... 6-8%
gaImme, ... 12-14%
deltases.. 2-5%
epsilon..., 3-7%
A esta mezcla, se aplican las siguientes normas OSM:

minimo méximo
contenido total de
cloro orgénico.% en peso 71.5
Contenido en gamma.%# en peso 12, '
Acidez calculada en HCl % 0.1l
Agua, en peso % 1.00
Substancias solidas,
insolubles en acetona % ‘ 1.00

=000,

En el caso de concentrados de 90% o mas porcentaje de isémero
gamma se aplican normas, un poco distintas:

minimo nédximo
contenido total de
cloro orgénico (% en peso) 71.5 75.0
isomero gamme (% en peso) 90 a 100%
Acidez calculada en HCl % 0.1
Agua (en peso %) 0.1
Sustancias sélidas
insolubles en acetona % 0.5

—e OOOO-‘-
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Las cdeterzinaciones particulares indicadas en tablas de la C.

S.ils se realizan del modo siguiente:

Contenido total ce Cloro orgdnico (metodo de Stepanow):Pesar exac-

tamente una cantidad de HCH del orcen cCe 0,9 g. e introducirlo en
un matraz aforado de 250 ml. Agregar 10 ml. de benceno (libre de
tiofeno)con objeto de disolver 1la muesira y luezo llevar a volunen
con isopropanol ce 99/%. Llevar una parte alicuota de 25 ml.a un er
lenmeyer e 250-50C ml. Agregar 2,5 g de sodio metdlico, ya sea en
forma de cintes o ldminas, en pequefios trozos y agitar el frasco
para que la nuestra se mezcle con el alcohol. Colocar en un refri-
gerante a reflujo y hacer digerir suavemente durante media ora.s-
gitar de vez en zuando. Eliminar el exceso de sodio metdlico, azgrec,
gando, con cuidado, 10ml. de isopropanol al 50% a traves del refr:-
gerante, a razén de 1 o 2 gotas por scgundo. Hacer hervir, ain néc,
por diez minuios. Luego agregar 10 ml. cde agua destilada. infriarv,
agregar 2-3 zotics de fenolftaleina, neutralizar con acido nitrico
¥y luego agregar 10 ml. en exceso. De aqui en adelante se sigue el
metodo de Volhard de determinacidn de Cloruros.

Determinacidn de acidez. 5 g+ de la nuestra se introducen en un en

budo de decaniacidn y se disuelven con 100 ml. de benceno. “receder
a la extraccidn con dos porciones de 10 ml. cada una, de agua des-
tilada, a la gue previamente se ha neutralizado, usando rojo de me-

tilo como indicador. Titular extractos acuosos reunidos con Oilla

0,01 N.

, a1(q). Ole_de OHNa 0,01 N x 0,0365
Acidez calculada en HC1(%): es0 de 1a muesira

Contenido en azua: Pesar exactamente 27. de muestra e introducirlo

en un balén de fondo bombé, perfectamenie seco y de gollete a esme-
ril. Agregar 2C ml. de metanol, "seco” ; disolver en caliente, a

reflujo, provisto, el refrigerante de un tubo con cloruro de cal-
cio. Titular la solucidn con el reactivo de Fischer ("a" ml.) has-
ta que el color amarillo pase a marrdén. -fectuar una determinacidn

testigo con 20 ml. de metanol.

(a~b) x f(del reactivo Fischer) x 10C
peso de la muestra

.Xgua(%):

Contenido de Substancias insolubles en Acetona. Pesar 5 g. de la

muestra e introducirlas en un balén de fondo plano de 250 ml. cue
deberd estar oulcramente limpio y seco. Debe ser, con gollete a es-
meril. Agregar 150 wl. de acetona anhidra y calentar a reflujo du-

rante treinta minutos. Filtrar la solucidn a traves de un gooch o
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crisol de fondo plano de vidrio poroso, de porosidad No.3, previa-
mente tarado, y lavar el crisol con otra porcién del solvente. Se-
car a 110°C, durante treinta minutos,mdejar enfriar y pesar de nug
VOe-—

Determinacién de contenido en isomero gamma. Las normas OSM aconse

jan utilizar el metodo polarogréfico ycromatogréfico, cuyos deta-

lles estdn incluidos més adelante.

ESTEREOISOMERIA Y ESTRUCTURA CRISTALINA

Los compuestos alicfclicos, del tipo del HCH, no han sido muy
profundamente estudiados y su estereoisomeria no es wuy conocida.
Sachse en su teorfa de anillos sin tensién, indicé que un anillo
como el del ciclohexano, puede tomar 2 configuraciones, ahora co-
rrientemente conocidas como forma "C" o bote y forme "Z" o de sillas
Tal hipbtesis, para el ciclohexano, est4 fundamentada por la obra
de Hassel, que investigd el ciclohexano monoclorado y llego a la
conclusién de qué, dentro de ésta forma, la Z, el cloro, en un de-
rivado monoclorado, puede ubicarse en dos posiciones uentro de la
molécula, dando dos formas que son interconvertibles. Las dos posi-
ciones del cloro, son de uniones de valencias paralelas y perpendi-
culares al eje de la molécula, habiendo 6 uniones equivalentes de
cada tipo, en la forma Z del ciclohexano. El mismo Hassel indicé
que no es excluyente de la posibilidad de la existencia de otras
formas menos simétricas. Las otras formas, menos simétricas,serfian
en la forma C y la plana. Esta ultima palabra, plana, se usa aqui
en su sentido més estricto o sea que todos los atomos de C estén
ubicados en un plano, el plano del anillo. Es notable la forma li-
bre en que este t&rmino ha sido usado. Por ejemplo en (15), se in-
dica que el ciclohexano es una molécula plana. Similarmente, el i-
nositol, su hexahidroxi derivado, estd indicado por Shriner y Adams,
como un anillo plano (Gilman, Organic Chemistry); la conotaciénm,
de "planar", indicando una molecula cuyos dtomos jeterminan varios
planos que son paralelos a un plano, simplifica el problema, pero
en exceso, cuando esté en discusién el ndmero de isémeros posibles
de un derivado. Asi, por ejemplo, al inositol se lo indica como po-
séyendo 8 isbmeros posibles y asi uno supondria que el HCH 1,2, 3,
4,5,6, tendrfa el mismo ndmero. Sin embargo, sobre los modelos Fis-
cher del HCH, en las formes 2 y C, que figuran en (9), surgen las

siguientes premisas:
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Pare Z: 1)Hay 16 configuraciones posibles, si se supone que hay
una sola forma de silla

2)de las 16,5 son relativamente sin tensién, y uno de los
5, es la imagen especular del otro.

3)Hay 8 configuraciones posibles, suponiendo que todas
las "sillas" son interconvertibles y que las 11 uniones
"con tensién", emergentes del pérrafo anterior, son es
tables,~-

PARA C: 1l)Hay 8 isémeros posibles., Si los 2 cloros, en la "proa"
¥y "popa" del "bote", estdn dirigidos hacia afuera (es
demasiado tensa en la otra posicién).

2)De estos 8, s6lo dos son relativamente no tensos o sin
tensién y son imédgenes especulares.

Paterson y White (16) estudiaron la forma Z del mismo modo. Si se

hace la suposicién légica que las formas que son sin tensibn, scn

aquellas que probablemente se formarén en la preparacién de una -
mezcla de isémeros, es evidente que debieran haber 7 isémeros del

HCH 1,2,3,4,5,6, de los cuales, dos pares son imégenes especulares.

Esto descarta 5 isémeros cuyos espectros infrarrojos serfan unicos

(las imagenes especulares son espectroscépicamente identicas)(Ver

Grafico 1). Aparentemente serfa f£4c¢il identificer los pares Sptica-

mente activos, por su actividad, pero ninguno ge los isémeros puros

investigados se mostré opticamente activo. Una solucidén saturada

de insecticida crudo en una célula de 20 cm., no mostr$ activided,

lo que vendr{a a demostrar el hecho de que los isémeros épticamen-

te activos, son racematos.(17).-

En forma coincidente con los datos anteriores, pero utilizan-
do otro razonamiento, G.W. van Vlioten (18), llega a la misma conclu
sibn, y establece que el anillo de carbonos es de forma de silla,y
la configuracién de los cloros es del tipo pppeee entendiendose es-—
ta formula as{: de las 6 uniones de cloro ligadas al anillo plegado
de los carbones, 3 vecinas son del tipo polar (p), por ejemplo erec
tas hacia arriba o abajo con respecto al anillo. Las otras 3 son
de tipo ecuatorial (e) haciendo un pequefio 4ngulo con respecto al
plano del anillo. Por lo tanto, la molécula no es isomorfa con la
del meso-inositol., J.Bijvoet (19) estudif la estructura del isdmero
gamma con rayos X y llegé al mismo resultado, con el agregado que
la supuesta similitud en la configuracién con el meso inositol,que

ha sido considerada como la causante de la accidén insecticida del
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isomero gamma, es descartada. Desae que este isémero tiene &tomos
no polares de cloro pueden estar presentes en la posicidén meta de
un anillo plegado, de &ngulos de valencia no deformados como es el
caso del isbémero gamma, no es generalmente vélida.

El impedimento estérico no impide que los &tomos de cloro en
las posiciones 1-3 posean, 4mbos, la configuracién polar pero ori-
gina el encurvamiento de las ligaduras de C-Cl. En el cristal, la
molécula no es totalmente simétrica. Las lineas de cloro 1-3; 4-6
Yy las de los carbonos 1-3 y 4-6 no son paralelas, con desviaciones
de hasta cuatro grados. La distancia intramolecular entre los clo-
ros en posicibn orto, es de alrededor de 3,20 A y la distancia Cl
(1)C1(3) es algo mayor: 3,39 A. La distancia intermolecular més
corta entre cloro y cloro es de 3,4 A. La mayoria de los angulos
de inter-valencia muestran solo pequefias desviaciones del dngulo
tetrahédrico, excepto aquella entre las ligaduras C(1)-C(2) y C(2)
~C(3) que es de 123 grados. El cristal es monoclfnico, con los si-
guientes valores cristalograficos, segin (18):

a: 8.52A b:10,27A c:13.94A

angulo beta: 121°16' Cuatro unidades por celula unitaria
y grupo espacial P 21/c

Segin H. Sabolke (20) de las 18 formas de anillo posibles, de
los hexaclorociclohexanos, solo diez son diferentes y energética-
mente précticas. Una consideracién de 9 estereoisémeros cis-trans
estd indicada en el cuadro que figura a continuacién, con las refe
rencias de que p es polar, e ecuatorial, N.S.substituyentes pola-

reg, c:cis y t:trans.

silla I silla IT
1 cececeee pepepe epepep
2 tceeee eepepe (ppepep)
3 ttcece eppepe peepep
4 teteee eeeepe (ppppep) delta
5 tcetee eepppe ppeeep gamma
6 tttcce epeepe (peppep) epsilon
74 ttetee (eppppe) peeeep alfa
L tettee eeeppe pppeep alfe
8 tetete eeeeee PPPPPP ‘beta

Estructuras energéticas improbables estdn indicadas entre pa-
réntesis., Las formas "sillas" resultan del plegamiento del anillo.

Los nimeros 1 y 5 originan 2 sillas superponibles, Las ndmero 3
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origina imégenes especulares no superponibles. Las 74y 7 L son
enantiomorfos pero retienen su no superponibdilidad.

Bastiansen y otros (21) sobre la base de estudios de difrac-
cién de electrones, llegaron a determinar las estructuras que fi-

guran en la Wltima columna de la tabla dela pdgina anterior.Ellas

ser{an:
alfa ppeeee beta eeceee gemma pppeee delta peeeee

epsilon peepee
Datos cristalograficos (18)

. . . . . amplitud de
tipo signo 2V birrefrigencia variacion
+ = fpeta ninguna 1.630
-~ "alfa biaxial # 300 medio 1.60-1.626
gamme  biaxial # 659 medio 1.60-1.635
delta biaxial e muy alto 1.576-1.674
epsilon biaxial # 75° medio 1.60-1635

Bl isomero beta es isométrico, lo que estéd de acuerdo con su
clasificacién cdbica, por analisis con rayos X, Su {ndice de re-
fraccién, por el método de inmersién y linea Becke, esté en 1.630.
La solubilidad de los compuestos en los aceites orgénicos de inmer
sibén usuales, necesitaron el uso de goluciones acuosas de ioduro
de potasio mercurial (ico) qué, se encontrd, variaban el indice.

Estos datos son, por lo tanto, preliminares; sin embargo, se sabe

que los otros cuatro isémeros pertenecen a sistemas ortorrémbicos
o monoclinicos. La muy alta birrefringencia del isomero delta y el
bajo angulo 2V para el alfa, distinguen a estos cristales del res-
to.-

La similitud del gamma y del delta, va mas alld de la estruc-
tura cristalina. Sus espectros de absorcidén en el infrarrojo,como
se verd al tratar los metodos espectrofotométricos, tienen analo-
gias. La estructura doble de estos dos isomeros, a las frecuencias
C-H de vibracién de 3.34 y 3.39 mu(milimicrones) es contrastada
con la estructura simple de los otros tres isémeros. En la regién
de 7.5 a 8.5 mu hay una similitud manifiesta, de forma e intensi-
dad, entre las bandas del gamma y del delta, asi como para el alfa,
En longitudes de onda mayores, donde la configuracién molecular to
tal es mas importante, la similitud desaparece.-

Los isémeros beta y epsilon son espectralmente similares en las
regiones de longitud de onda mas corta (2 a 10 mu), Lo més llamatim

vo de estos dos espectros, es su simplicidad comparado con el de
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los otros isomeros. La simpleza o simetr{a de estructura es la cau
se habitual de un espectro de absorcién simplificado y por esta
circunstancia, al isémero epsilén se le debe atribuir una molécu-
la mas o menos simétrica. De las cuatro configuraciones remanentes
(1.3.5. es bveta), la forma silla 1.2.3. y la bote 1.4 son las més
simétricas, La primera tiene un plano de simetrfa y un centro de
simetr{a; el segundo, dos planos de simetrfa. Desde que la concen-
tracién en epsilon en el producto comercial, es la menor, la es-
tructura de mayor contenido de energfa es la epsilon. Esto corres-
ponde a la estructura 1.4 bvote,

Otra peculiaridad del espectro, es el aparente doblado de las
bandas beta en 7.6 y 8,12 mu en los isomeros alfa delta y gamma,
La banda Ynica a 7.60 mu, se divide en dos en 7.42 a T7.62 para al-
fa; 7.52 a 7.67 mu para delta y 7.45 a 7.82 para gamma, Igualmen-—-
te, con labanda beta, en 8.12 mu, las bandas para el is6mero»alfa
estdn en 7.92 a 8.18 mu, en 8.09 a 8.24 mu para delta y en 8,05 a
8.21 para gamma. Rassmus en (22) que investigé al ciclohexano en
el infrarrojo, dedujo que las bandas en el campo de 700 a 13500m-l
(7.5 a 14 mu) son debidas a las oscilacién y torcimiento del CH2
o vibraciones de estiramiento de C-C. La aparente particién de las
bandas beta, puede ser debida a dos clases de grupos -CHCl-, depen
diendo sobre cual unién del carbon, se ha ligado el Cl. Estos dos
tipos de uniones, corresponderia a los referidos por Hassel en sus
derivados monoclorados, que ya se mencionaron en la pagina 9. Los
atomos de cloro en la estructura beta, estédn unidos a uno de los
tipos de valencia (perpendicular al eje de la molecula)Esto vodries
explicar las vibraciones de doblete C-H pero no la singladura.

A resultados anélogos, pero limitado a cuatro isomeros (menos
epsilon) se llega en (23). A los cuatro isémeros en estado de pure
za, se le determinaron las constantes dieléctricas y densidades;

Yy sus momentos dipolares electricos fueron calculados en Cg Hg ,

dioxano y C1 4 C.

C6H6 dioxano C14C
alfa 1.73 1.70
beta 0.00 0.00
gamma 2.53 2455 2.50

Gamma fundido 2.58
delta 0.00 2.58
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Los isémeros beta y gamma, tienen por lo tanto, estructuras simé-
tricas. Al alfe se le atribuye una estructura de bote, flexible,
Los datos cristalogréficos que figuran a continuacién, fueron pro-
porcionados por la fundacién Armour (Armour Research Foundation
del Instituto de Tecnologfa de Illinois, U.S.A) y aparecieron en
(24).-

Del isbmero gamma, pueden aparecer cristales de tres formas poli-
mérficas, a pesar de que s8lo el rédpido enfriamiento de la mayoria
de las soluciones dard las formas inestables. La mayorfia de las
recristalizaciones normales, si no gon llevadas a cabo en forma de
masiado répida, dardn la modificacidn estable (I) que se describe
mas abajo.-

Morfologia cristalina

Sistema cristalino: monoclinico

Forma y habito: platos y tabletas en el basal pinacoi-
de (001); oiras formas s¢én:primas -
(110); orto pinacoides (100) y clina-
pinacoides (010)

radio axial: a;b;c; es 1,51:1:1,35

Angulos interfaciales (polares)110 VI10 = 108°20!

Angulo beta: 109°21!

Datos de difraccion con rayos X:

Las lineas de powder que aquf se informan, concuerdan con la
celula unitaria y grupo de espacio determinadas por van Vloten (25)
Es interesante notar que las formas observadas para este cristal
son isomorfas con una célula unitaria (a'; b'; c';, angulo peta:
109°) centradas en la cara a'~c' y con volumen doble que la més
simple célula unitaria., Los ejes de esta celula unitaria morfolé-
gica estdn vinculados a aquellos de la celula primitiva. por ecua-
ciones vectoriales: a' iguala a 2akc; b' es igual a b y ¢ igual a
c'. Se cree que, debido a que esta tendencia a cristalizacién, su-
cede a partir de una gran variedad de solventes, se acomodaréd me-
jor a las necesidades del analista, la descripcién y la éptica cris
talina enterminos de la célula.morfolbdgica unitaria.-—

Grupo espacial P 2l/c

Dimensiones celulares a: 15.43A b: 10,244 c:13,85A
a: 8,5 A b: 10,3 A c:13,9 A
Peso de formule por celula 8;4
Peso de formula 290,85
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Densidad: 1.87(flotacion); 1,88(rayos X)

Propiedades 6pticas Indices de refrgccion(5893 A; 25°C)
alfa: 1,630 # 0.002; beta: 1,633 ¥ (=)0.004(calculado)

gamma: 1.644 # (=) 0,002

Angulos axiales 6pticos (5893;25°C)
2V: 550 2H: 60

Dispersién muy pequefia: v mayor que r
Plano axial 8ptico ppdicular a 010

signo ge doble refraccion (#)

Bisectriz: aguda

Datos ;e fusién.

El isomero gamma funde a 114°C con una ligera tendencia hacia
la sublimacién. Cuando cristaliza de fusidbn, muestra tres formas
polimérficas. Si es fundida completamente y se le permite enfriar-
se espontaneamente ya sea en una superficie frfa o al aire, crista-
liza la forma III con rapidez, dando varillas muy blancas y de baja
refringencia. En pocos segundos, surge a treves del campo, una se-
gunda modificacién, por uno de dos mecanismos:a altas temperaturas
(arriba de 50 a 60°C) la nueva modificacién se nuclea esponténea-
mente en muchos puntos del campo para dar pequefios lunarcillos; a
temperaturas mas bajas, la forma II surge mds lentamente y con un
modelo ge hueso de pez. Al recalentar, esta transformacién se in-
vierte alrededor de 90°C, La forma II, es de color gris y tiene ba-
ja birrefrigencia.

Si la mezcla fundida es inseminada con la forme I estable, a
la Temperatura ambiente, apareceran rapidamente placas y varillas
birrefringentes, a pesar que, a menudo, si la Temperatura es sufi-
cientemente baja, la forma III se nucleard sobre el frente crista-
lino de I y entonces los dos frentes cristalinos creceran simulta-
neamente: fundida -III;III-I. Ocasionalmente, si el descenso de la
temperatura, cae alrededor de 30°C antes que se complete la crista-
lizacién, ocurrird la transformacién de III a II. La modificacién
I crecerd rapidamente a través de III pero mucho mds lentamente a
través de II. La proporcién de II a I es casi nula a Temperatura
ambiente, Al recalentar en un estado ya caliente, esta transforma-
cién (II a I) aumenta en proporcién hasta 90°C.; desde entonces su
aumento es discontinuo porque II ve a III. La proporcién de III a
I luego disminuye al calentar mds y se invierte a 113,9°C. La for-

ma I funde a 114,2°C y la III a 114, 3°C.
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Datos Cristalograficoes:
LINEAS PRINCIPALES

d I/Il d I/Il
6,55 0,21 2,48 0.06
5.89 0,26 2,40 0,24
5,50 muy debil 2,35 0,29
5,08 0,21 2,29 0,13
4,68 muy debil 2,19 0,22
4, 34 0,21 2,17 muy debil
4,19 0,12 2,12 0,16
4,01 0.09 2,10 muy debil
3,88 0,29 2,04 0,09
3.67 0,24 1,99 muy debil
3,50 1.00 1,97 muy debil
3,41 0,18 1,94 0,13
3,26 0,47 1,89 0,14
3,14 0,32 1,83 0,12
3,10 0,21 1,79 0,15
3,01 0,15 1,75 muy debil
2,94 0,09 1,724 muy debil
2,91 0,50 1,717 muy debil
2,78 0,12 1,69 muy debil
2,70 0,06 1,67 0,12
2,61 0,32 1,64 0,12
2,55 0,24 1,60 0,15

Puede verse un dristel tipico del isomero gamma del hexacloroeciclo

hexano en grafico 2.(cristal I).

DEHIDROCLORACION DEL HEXACLOROCICLOHEANO

La dehidrocloracién del HCH en las condiciones habituales de labo-
ratorio, origina triclorobencenos. H.Lutter y otros (26) demostra-
ron que la dehidrocloracién de cada uno ge los cinco isémeros, con
potasa metanblica (OHK en alcohol metflico), originaba varias tri-
clorobencenos, de los cuales el 80% es el isomero 1.2.4. del tri-
clorovenceno C13 C6 H3 acompafiado de pequefias cantidades de 1l.2.3.
¥ l.3.5. triclorobenceno. ZEsto da validez a las hipétesis de Sla-
de (9) y Daasch mencionadas en paginas anteriores, (17) sobre la
disposicién espacial de los isémeros, presumiendo que la elimina-
cién del HCl, parte fundamentalmente de las posiciones trans en el
anillo.

Jean Bollet estudié la cinetica de la dehidrocloracién del HCH
(27) en alcohol metflico o dioxano con 5 c¢3. de OHNa 0,5 N en al-
cohol metflico o en CH3-C6-H40Na a 0°C y a 35°C. para originar 1.
2.4. 06 H3 C13, estéd en un gréfieco, para cada une ge cuatro iséma-

ros, alfa, beta, gemma y delta (menos epsilén). La reaccibdn era:
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detenida en el momento preciso por dilucién con agua, la mezcla ex
trafda con benceno, lavada con agua, haste neutralidad y las aguas
extrafdas eran tituladas con SO04H2 O,1 N y azul de bromotimol que
de#ermina la cantidad de CH3-0-Na o ge Ch3-C6 H4ONa que no reaccio-
na, Los cloruros en las aguas de lavado, fueron detérminadas por

el método de Volhard. El1 alfa y el delta, mostraron comparables ve-
locidades de reaccién, el isomero gamma, de 1/3 a 4 de la velocidad
del alfa y el beta, como méximo, de 1/200 a 1/300 del alfa., Las
curvas de velocidad muestran un cambio en la curvatura, luego de
que 3os moleculas de HCl hayan sido eliminadas y en la formacién

de la tercera molecula de HCl, Se propone un mecanismo de dehidro-
cloracién que figura en el grafico 3.-

Kauer, DuVall y Alquist (28) estudiaron la velocidad de dehi-
drocloracién de cada uno ge los distintos isbmeros, pero solamente
a 0°C y en solucién metanblica de OHNa a concentracién 0,1 N. Cada
cuarto ge hora se tomaron muestras y fueron tituladas. Los resul‘i-

dos fueron los siguientes:

alfa gamma delta epsilon
tiempo
en horas
0,25 - - 26,2 -
0,50 28,4 26,2 - 25,6
0,75 - - 28,2 -
1,00 31,1 26,7 - 26,1
1,50 32,9 27,5 30,3 -
2.00 - - 31,3 27,3
2.50 34,8 28.17 32.-~ 28,5
3,00 - - 33.1 -
3,50 - 30.~ - 29,7
4',50 - - 34‘01 =
4.75 - - - 30,5
5,50 - 32 34.7 3l.-
6.00 - - - 31.3
6.50 - 32.6 35,3 -
7.00 - - - 31,8
7.50 - - 35)6 -
8.00 - - - 32,3
8.50 - 33,8 - -
9.50 - 34,4 - -
10,50 - 34,9 - -
n’so - 35,4 - -

El porcentaje dereaccidn a triclorobenceno fué luego calculado
y proyectado en funcién del tiempo (grafico 4).-

Luego de que se hubieran hecho suficientes lecturas para deter-
minar el grado de reaccidn, se calent§ la solucién a 20°C y a las
24 hs, se hizo la determinacién de cloruros por el método de Volhard,

que mostro los siguientes resultados.
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Consumo c3 Cloruros,en gramos

NO34Ag O,1 N encontrados tedricos
alfa 4,9 0,717 0,732
gamma 4,8 0,703 0,732
delta 4,9 0,717 0,732
epsilon 5,0 0,731 0,732

El isomero beta, no reaccioné en estas condiciones

Todos estos detalles de dehidrocloracidn del HCH, servirédn de
antecedentes, cuando tratemos los metodos de determinacion del iso-

mero gamma, por saponificacion.-

ENUJERACION DE METODOS PARA LA DETERMINACION DEL ISOMERO
GAMMA DEL HEXACLOROCICLOHEXANO

Desde la espectacular aparicibén de este insecticida en el cau-
po de los pesticidas, y en el conocimiento de que de todos los isd
meros producidos, solo el gamma, tiene una efectiva accion fisiolo--
gica, todos los métodos que se han desarrollado se han orientadc o
la determinacién exclusiva, en forma cuantitativa, de este isémero
Es asi que han surgido una cantidad relativamente grande de método.-
que pueden ser agrupados en diez capitulos distintos, que serén oo>-
jeto de un detallado estudio en las paginas siguientes.

Dichos métodos, estédn basados en el uso de espectrofotbémetros
(I),en la saponificacién de los isémeros (II), en la crioscopfa -
(III), en la cromatograffa (IV), en el uso de palarégrafos (V), en
la colorimetria (VI), en la accién bio-entomolégica (VII), en deter
minaciones por dilucidén con isotopos radioactivos (VIII), en la
gravimetrfa (IX) y en la reentgenograffa (X).

A su vez, cada uno de dichos capitulos, ha merecido la aten-—
cién de diversos investigadores, con lo que, dentro de cada metodo,
hay variantes que seran estudiadas.

Pero, desde ya podemos adelantar que los metodos espectrofoté-
metricos, requieren equipos caros, calibracién previa preliminar
utilizando los diversos isomeros puros, que es una labor tediosa
Yy larga, y un detallado conocimiento cualitativo previo del mate-
rial a analizar. E1l método basado en la saponificacién oe isomeros
(II) es f4cil de realizar, y proporciona resultados bastante acep-
tables dentro de los limites de exactitud con que se desenvuelven
los laboratorios habituales; el metodo de la crioscopia (III)requie
re cantidedes considerables de isémero alfa, altamente purificado

y abarca metodos de termomet-{a de alta precisién, para lo cual se
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requiere personal calificado. El metodo cromatogrdfico (IV), es,

en cierto modo, bastante asequible, pero requiere el uso de reacti
vos no siempre disponibles con facilidad. Este metodo cromatogréfl
co puede ligarse con los metodos gravimétricos; es, dentro de los
nétodos de mayor sensibilidad, uno de los que estan menos influen-
ciados por las impurezas que siempre acompafian a los productos in-
dustriales. En la aplicacién del metodo polarogréfice, se pueden
hacer las mismas reflexiones que con respecto a los espectrofotomé-
tricos, El metodo colorimétrico (VI) estd recién en sus comienzos.
Los métodos biolbgicos (VII) son de limitada aplicacién por su de-
pendencia a la estadfstica requiriendo, ademés, tiempo, facilidades
especiales de laboratorio y desarrollo, y un quimico con produndos
conocimientos de entomologfa. El metodo de la reentgenografia (X)
no ha sido my desarrollado adn y se ha dejado exprofeso la mencién
de los yarios métodos gravimétricos (IX) pues ellos, junto al de

la saponificacién de isomeros, son los de mds fécil realizacién en
los laboratorios industriales, El método que hemos puesto en préc-
tiga, que puede ser calificado de gravimétrico, no es de una exac--
titud suma, siendo su grado de aproximacién de 5% pero tiene la -
gran facilidad de que es perfectamente realizable en un laboratorio
modesto, que carezca de las facilidades mfnimas que requieren los

metodos antedichos.-

METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Los metodos espectrofotométricos, gque son de dos tipos, se basan

en la utilizacién de la propiedad de absorcidén de bandas en el in-~
frarrojo, por parte de los isémeros puros o en mezclas, sin trans-
formacién previa o, en la transformacién de los mismos en tricloro-—
benceno por dehidrocloracién y determinacién posterior del coefi-
ciente de extincién de los derivados, en bandas de longitudes de
ondea en el ultravioleta. El primer método es mas correcto y da re-
sultados mfs aproximados y ha sido designado como el metodo oficial
de la Association of Official Agricultural Chemists (A.0.A.C.) de
Washington U.S.A. y por el comité de la Organizacibdn Mundial de la

Salud (0.S.M,) dependiente de las Naciones Unidas,.-
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ANALISIS ESPECTROSCOPICO EN EL INFRARROJO DEL HCH

La espectroscopfa infrarroja puede ger useda tanto con propositos
analfticos como para determinaciones de estructura molecular. La
bandas en el espectro infrarrojo, son producidas por la absorcidn
preferencial de varias longitudees de onda de energia infrarroja.
correspondiendo, las energfas absorbidas, a las energfas de cier::
tas vibraciones moleculares, As{, cada compuesto posee un exper-
tro dnico, caracterizado por su composicién atémice y su distriba-
cién espacial. El espectro de isémeros geométricos, a pesar que
pueden tener varias bandas que coincidan, serédn lo: suficientemen-
tes diferentes, en general, para ser distinguidos en otras longi-
tudes de onda,-~

En el gréfico 5, se incluyen los espectros gel HCH, en sus cil
co isémeros y también la del heptaclorociclohexano, que figura en
tre las principales impurezas del producto comercial. Las discon -
tinuidades observadas son debidas a las diferentes concentraciones.
Cada isémero, tiene, por lo menos, una banda de absorcién en una
regibén espectral, dbénde otros isémeros son relativamente transpa-
rentes. Estas diferencias en la absorcién espectral, constituyen
una base para la identificacién espectroscépica de un isémero, ya
sea sélo o en mezclas con otros isémeros, La presencia de varios
isémeros en una mezcla, puede ser reconocida por estos méximos de
absorcidén en las siguientes longitudes de onda expresada en mili-~
micrones (mu):

alfa cccc..0 12.58
beta eevesee 13.46
delte eeo.o. 12.22
gamma .e.eses 11,81 y 14 53
epsiloneee.. 13.96

Si se descarta la regién mds alld de los 15 mu, una observa-
cién de las intensidades de las absorciones muestra que las magni-
tudes de las diferencias espectrales en esas longitudes de onda,
son mayores que en cualquier otro sistema de longitudes de onda,
Jus puciera ser selecto.

Esta base para una determinacién cualitativa de una mezcla,es
suficiente para el andlisis cuantitativo si la intensidad de una
absorcién en cada longitud de onda, se mide en condiciones contro-
ladas.-~

En ausencia de una interaccién molecular, las leyes de Beer y
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Lambert establecen que para una solucidén de un material absorben-
te en un solvente transparente E = log Io/I = Kcl en donde E es
la extincién, Io es la luz transmitida por un testigo (solvente
puro), I es la luz transmitida por la soluciébn, K es el coeficie:
te de extincién del material de absorcién, ¢ es la concentracién
en gramos por litro y 1 es la longitud de paso a través ge la so-
lucién, en centimetros. Si el material de absorcién es un compues
to puro, su coeficiente de extincién, K, para una longitud de on-
da dada puede ser determinada por la medicién de la extinciﬁn de
una solucién de concentracién c en una celula de longitud 1, Para
un material que contiene varios componentes, esta ecuacién puede
ser escrita asi:

E=Klclly # K2cply, #K3c3 137 «ues (1)

K] ¢ 13 =E =Ky ¢, 1, =K3 313 = ceies (2)
donde los subindices 1,2,3 se refieren a los componentes respect. -
vos. Las K pueden ser determinadas a partir de mediciones con com
ponentes puros y si la ecuacién de mds arriba para una mezcla de
n componentes se aplica a una muestra a n longitudes de onda, les
n ecuaciones simulténeas resultantes, determinan las concentra-
ciones de los n componentes de la mezcla. Estas ecuaciones pueden
ser resueltas exactamente por uno se varios metodos, como por e-
jemplo por la utilizacién de mdquinas para computar o por un meto-
do gréfico de sucesivas aproximaciones, que es que se utiliza.

En la aplicacién de este m&todo a mezclas de los cinco iséme-
ros del HCH, se aplica la ecuacién 1 a cada una de las longitudes
de onda elegidas. En cada una de dichas longitudes de onda, solo
uno de los componentes absorbe fuertemente y por lo tanto todos
menos uno e los términos a la derecha de la ecuacién, serén pe-
quefios. Despreciando éstos términos de correccién, es posible ob-
tener un valor aproximado de la concentracién de los componentes
principales de absorcién, a partir de las extinciones de la mues-
tra medide & las diversas longitudes de onda. Estas concentracio-
nes aproximadas pueden ser utilizadas, entonces, para calcular la
magnitud de los términos de correccién y as{ determinan los valo-
res de las concentraciones en forma mis correcta.

Con objeto de obtener las mediciones experimentales necesarias
en la aplicacién de este método al HCH, se necesita un solvente

que sea transparente en cada una de longitudes de onda analfticas.
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E1l S2C parece ser el Ynico solvente suficientemente transparente
y con la tabla de solubilidades de los giversos isémeros en este
solvente, se obtienen concentraciones satisfactorias para todos

los isémeros, excepto el beta.

Solubilidad del HCH en $2C a 25°C (g/c3)

'SAlMA se..ae 0.1995
alfa ceeeses 0,0590
delta see... 0.0950
beta ceeeees 0.0007
epsilon ,... 0.0125

Desde el momento que el isomero beta es casi insoluble, el uso

del S2C proporciona una simplificacién en el analisis al limitar
el nimero de variables a cuatro. El1 isémero beta, luego, puede ser
determinado por el metodo de insolubles totales (suponiendo que

no hay materias extrafias en la muestra) o por diferencia, usando

los valores medidos para los otros cuatro isomeros. Un punto dz2

vista superior, sin embargo, es determinar el isomero beta direc-

tamente, en un analisis espectroscédpico separado, usando una solu:-
cién en acetona, para la medicidén de la extincién a la longitud
de onda analf{tica para el beta . (17).

H.L.Cupples, indica una discrepancia con respecto al espectro-
del isémero gamma. (Ver gréfico 6). Difiere con el corrempondiente
anterior en dos puntos principales: (1) se encuentra una absorcién
desprecialbe en la regién de 6 micrones, donde Daasch (17) encon-
tré una banda de absorcién débil y ancha; y (2) unabanda de absor-
cién moderadamente fuerte, encontrose a los 14,86 micrones que -
Daasch no observé. También observése una débil banda en los 2,4
micrones.

fWhiffen y Thompson aconsejan utilizar otras longitudes de onda.
Para el isémero alfa: 787 cm-l; beta 745; gamma 845, delta 774 y
984. Minguna de estas bandas estd libre de sobreponerse a las ban-
das de otros isémeros, de modo tal gque para minimizar este efecto
deben usarse solventes especiales., Acetato ge Metilo es el mas con-
veniente en las determinaciones de los isémeros alfa, beta y delta;
para el gamma, se usa el cloruro de etilideno o el nitrometano.

Los contaminantes de los solventes, se revelan por débiles bandas
que no son debidas a los isomeros gonocidos (30).-
La calibracién se lleva a cabo por la medicidén de la absorcién

por soluciones de isdmeros puros en las diversas longitudes de on-
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da anal{ticas., L.as medidas de absorcién (calculadas como transmi-
sién porciento) son convertidas a extincién haciendo uso de la
ley de Beer y proyectadas en funcién de la concentracién, para
dar las figuras de trabajo que figuran en el grdfico 7. El exacto
ajuste del espectrdgrafo, para las longitudes de onda analiticas,
se determina mejor por una lenta variaciédn de las bandas y por
proyeccidén de los gatos obtenidos. Este es un procedimiento nece-
sario en la banda de 11.81 mu para el gamma que esté en el lado
de la banda de absorcién del solvente (S2C). Desde que se puede
demostrar que, la exactitud 6ptima para las mediaciones es obte-
nida para una muestra que transmite el 37,5% de la luz, un proce-
dimiento de andlisis que especifique ciertos espesores de celula
y concentraciones de la muestra, proporcionaré los resultados més
correctos para solamente una pequefia escala de composiciones en
las nuestras.

El procedimiento indicado aqu{, estd preparado para muestras
que contengan aproximadamente 70% de isémero alfa, 5% de beta,15%
de gamma, 10% de delta y menos de 5% de epsilon. Esto corresponde,
muy aproximadamente; a la composiciédn de los productos comerciales
al momento actual; para muestras que tienen una composicién apre-
ciablemente diferente, los resultados eran algo menos exactos, a
menos que la célula, en su espesor, y las concentraciones de la
muestra, sean debidamente ajustadas. Sin embargo, una exactitud. -
razonable, se obtiene para transmisiones correspondientes a concen
traciones entre el 20% y el 80%, de modo tal que, con preparacio-
nes de un contenido en isémero gamma aun meyor, sSe pueda llevar
a cabo el anédlisis, tan sélo cambiando detalles pequeflos en los
procedimientos analiticos (31),-

Hay una serie adicional de consideraciones que deben ser rea-
lizadas para la eleccién del espesor ge la célula, concentraciones
y anchos de apertura. Si la absorcién del solvente es alta, como
por ejemplo a 11.81 mu, es necesario utilizar un apertura mayor
y/o una celula mds angosta, con objeto de obtener deflecciones a
escala total, y si la banda de absorcién es muy fuerte, como en
la banda del isomero beta a 13.46 mu, una celula més delgada, per-
mite una escala de concentraciones apreciables.-

Una muestra desconocida debe ser disuelta (digamos 0,3 g)en ma=-

traces aforados ge 10 ml. (2) y llevar a volumen con S2C y acetona
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respectivamente. Se usa la solucién apropiada, a las diversas lon
gitudes de onda analfticas en las mismas condiciones usadas para
determinar las curvas de trabajo. Las medidas de transmisién son
convertidas a extinciones y las concentraciones aproximadas, son
luego determinadas por las curvas de trabajo. Las concentraciones
aproximadas, son luego determinadas por las curvas de trabajo.las
concentraciones aproximadas para los isémeros alfa, delta, gamma
y epsilon (todas elevadas) ahora permiten corregir las extincio-
nes en cada longitud de onda, lo que elimina la absorcién gebida
a substancias interfirientes.-

Estas correcciones son también determinadas gréificamente a
partir de las curvas de correccién y son los valores de los peque~
fios términos negativos de la ecuacién 2. Los nuevos valores son
recorregidos, pero una segunda evaluacidén usando los nuevos valo-
res, proporciona, generalmente, resultados que estédn dentro de lous
errores experimentales. E1l isomero beta es luego determinado en
la solucidn de acetona y se aplican las correcciones, usando los
conocidos (ya) porcentajes de los otros cuatro isomeros.-

Este metodo de Daash figura muy detallado en (17), donde se
podra obtener también una serie de informaciones experimentales

provenientes de las experiencias levadas a cabo por su autor.

ANALISIS ESPECTROCOSPICO EN EL ULTRAVIOLETA

El metodo se basa en las diferencias presentadas por los espectros
de absorcién de los distintos derivados del HCH provenientes de su
dehidrocloracibén, Como se recordard en una saponificacién del HCH
los productos obtenidos, consisten fundamentalmente en una mezcla
de triclorobencenos (l.2.3. - 1.3.5. ¥y 1.2.4.) de los cuales el
ultimo predomina en un 80%.-

Conrad y Billroth informan jue el triclorobenceno l.2.4. tiene
un espectro de absorcién en UV, caracteristicamente daistinto .de
los otros triclorobencenos.- (32).-

El metodo consiste en la extracciédn inicial del HCH del mate-
rial a examinar, su conversidn subsiguiente a 1.2.4, triclorobence-
no, la purificacién de este producto y su estimacidén por la medi-
cién de su densidad optica en 286 mu. (33).

Aparataje:
1) Espectrofotémetro Beckman, de cuarzo con accesorios para el U,V,

y celulas de cuarzo de 1 cm.
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2) aparatos para reflujar: erlennmeyers de 125 ml. y condensado--
res.(Todos los golletes deben ser esmerilados)

3) Soxhlets .

4) Tubos cromatogrédficos: 20 x 2 y 30 x 5 cm.

Reactivos:

1) Isémero gamma puro

2) Eter etflico

3) SO4Na2 en polvo, anhidro

4) OHK en solucién en metanol al 1,5 N,

5) Oxido de magnesio, activado

6( Oxixo de eluminio anhidro

7) Celite

8) Silica-gel activa

9) Hexano normal

Preparacion de los standards

1) Preparar una solucién de isomero gamma en alcohol metilico d»
1 mg/ml. A 5 erlenmeyer de 125 ml, agregar primero 0.00-~1,00
-2.00-4.00 y 8.00 ml., respectivamente de la solucién standari.

2) Reflujar con 20 ml. de OHK metandlico por una hora a B.M.

3) Enfriar, luego pasar a una amplolla de decantacién con 25 ml.
de hexano normal y 250 ml. de agua.

4) Agitar por dos minutos, dejar separar las dos capas y descar-
tar la acuosa.

5) Lavar el hexano con 10 porciones de 400 ml, cada una de agua
destilada, sin agitar, vertiendo cada porcién lentamente a la
solucién.

6) Secar el hexano por pasaje a traves de embudo de 40 mm. de
didmetro, al que se llen§ con 10-12 g. de SO4Na2 que previa-
mente habia sido mojado con hexano, Llevar el volumen a 25 ml.

7) Determinar la densidad optica a las siguientes longitudes de
onda: 284, 286 y 290 ml,

Determinacién:

1) Extraer la muestra, que contiene entre 0.5 mg y 15 mgr. de HCH
con eter (para 10 ppm, una muegtra de 200 gr. es adecuada);

a) Tejidos biologicos: colocar el tejido pesado en un mortero.

Agregar SO4Na2, tres veces el peso del tejido, lacerar has-

ta obtener un polvo grueso, seco, con el objeto de asegurar

el secado y la completa rotura de la celulas. Pasar a un

Soxhlet y llevar a caebo la extraccién durante un perfodo




2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

- 25 =

de por lo menos diez sifonades.

b) Materiales secos, como puede ser dieta alimenticia de la-
boratorio son molidos y extraidos directamente sin deshi-
dratacién.

Transferir la solucién al frasco que se va a usar para hidro-

lisis y evaporar el eter, usando corriente, de aire.

Reflujar el extracto etéreo con 20 ml. de solucidén potédsica

en metanol 1.5N durante una hora al B.M.

Enfriar, luego pasar a una ampolla de decantacién, con 25 ml.

de hexano normal y 250 ml. de agua.

Agitar por dos minutos, déjese separar las dos capas y des-

cértese la acuosa.

Lavar el hexano con 10 porciones de 400 ml, cade una de agua

destilada, sin agitar, vertiendo cada porcién lentamente a

la solucién.

Secar el hexano por pasaje a traves de un embudo de 40 mm. d:

didmetro al que se llend  previamente con 10-12 grs. de

SO04Na2 que previamente habia sido mojada con hexano, Llevar

el volumen a 25 ml.

Determinar la densidad optica, a las siguientes longitudes de

onda: 284, 286 y 290 ml. Para llevar a cabo estas determina-

ciones debe tenerse presente, el origen de las muestras.

a) tejidos (menos hfgado) de ratas y perros, no requieren ul-
terior purificecién.

b) higado: Purifiquense los ~“extractos de higado por pasaje a
través de una columna de OMg. Pasar el extracto etéreo a
través de una columna de 3~4 cm. de largo por 2 de diame-
tro, que contenga una mezcla de partes iguales de OMg y
celite (empaquetada en seco) y mojar con hexano antes de
agregar el extracto. (Para evitar perturbar la superficie
de la columna, se pueden agregar 4 g. de SO4Na2 anhidro
al tope, antes de agregar el solvente).

c) Dieta: Pasar la solucién eterea a traves de una columna

de alumbre del mismo tamafio y empaquetada como la anterior.

Transferir la cuarta porcidén de 5 ml. a la celula de absorciébn.

Al hacer las determinaciones de densidad optica, utilicese el
hexano normal como blanco, Comparar con la curva standard pre-
parada con el isomero puro y calcular la concentracién en el

desconocido.-
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OBSERVACIONES :

Se noté que, soluciones hexdnicas de fracciones no saponifica -

bles, libres de HCH, de dietas de laboratorio, espinacas, papas,
cera de manzana (apple wax) y tejidos biologicos, tenian propieda -
des absorbtivas en el U.V. que interferian en una determinacién
cuantitativa del HCH, a menos que hayan sido tratadas como indica-
mos mas arriba. Para vencer esta dificultad, fué necesaria la ca-
racterizacién del espectro ge los componentes que contribuyen a

la expresién de densidad optica a la longitud de onda critica

(286 mu.).

Estos datos revelan que las curvas de absorcidn espectral del
material de control, son lineales en el intervalo de 284 a 290 mm.
Debido a esta "linearidad", la resolucién de los componentes que
contribuyen a la densidad a 286 mu puede ser llevada & cabo por
dos metodos.,

El primero consiste en anotar las densidades opticas a las loc. -
gitudes de onda de 284 y 286 mu y en la aplicacién de ecuaciones
a2 la resolucion de un sistema coloreado de dos componentes. He
aqui la aplicacién de la formula.

a: proporcibn de la densidad éptice devido al HCH a las longitu-
des de onda criticas
b: proporcién de la densidad éptica debida al fondo, a las mismas
longitudes de onda.
X: densidad Sptica debido al HCH
Y: densidad dptica debido al "Fondo"
D: Densidad Optica
De las leyes de Beer:
(1) D(284) = X(284) # Y(284)
(2) D(286) = X(286) # Y(286)
Usanoo proporciones a y b y substituyendo en (1)
(3) D(284) = a X(286) # b Y(286)
iultiplicando (2) x b
(4) bD(286) = b X(286) # b Y(286)
Restando (4) de (3)
(5) D(284) - bD(286) = aX(286) - bX(286)
(6) D(284) - vD(286) = X(286) (a-b)

D(284) - bD(286)
a->»

(7) X(286) =
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El segundo método, que puede ser aplicado para la eliminacién
de la absorcién espectral debida a otras substancias, es el méto-
do base-l{nea (34). En éste caso, las lecturas de densidades 6pti
cas a las longitudes de onda de 284, 286 y 290 mu para un desco-
nocido, son proyectedos graficamente. La distancia entre el punto
a 286 mu para un desconocido o standard y el punto de la linea
directamente debajo, es llamada densidad base-l{nea. Esta densi-
dad base-l{nea es directamente proporcional a la concentracién
del HCH, Este metodo de analisis puede ser adaptado con ligeras
variantes a la determinacién del HCH en muchas substancias. Ver
grafico 8, Para ello, deben prepararse curvas de absorcién en -
muestras de control, libres de HCH, de modo tal que se asegure -
que la absorcién del "fondo" es linear a traves de las longitudes
de onda criticas. Los lubricantes del tipo §aselina para robine-
tes, pueden contribuir a la densidad optica en el U.V. y deben,en
consecuencia, ser evitados.

Con algunas subgtancias, la determinacién del HCH puede compli
carse por la presencia de materiales que absorben mucho en el U.V,
y pueden elevar las lecturas de densidad 6ptica, fuera del alcan-
ce Sptico o mueden afectar la linearidad de las curvas de absor-
cion espectral a traves de las longitudes de onda criticas, Muchas
de estas substancias, pueden, sin embargo, ser eliminadas por cro-
matograffa con el solvente adecuado. Por ejemplo en la determina-
cién del HCH en higado o manteca, se encuentran interferencias por
la presencia de vitamina A. Esto se elimina por cromatografia a
través de OMg (35). La vitamina es retenida y el triclorobenceno
1.2.4. es recogido en el eluado de hexano. Del mismo modo, los pig
mentos vegetales pueden ser retenidos en una columna cromatogrifi-
ca de alumbre.

Este trabajo ha sido sometido g pruebas y se ha encontrado una
desviacién standard del 8%, que se cree puede deberse en parte a:
1) Perdidas de HCH y triclorobenceno por su volatilidad

2) Emulsificacién de parte del triclorobenceno y su descarte en

aguas de lavado.
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WMETODOS DE SAPONIFICACION

En el estudio de los métodos de determinacién de HCH, por dehidro
cloracibén o saponificacién, es dato de suma importancia, el deta-
lle de reactividad caracteristica de este compuesto,que ha sido
detallado en paginas anteriores de &ste trabajo. En las péginas
que siguen, se hari un estudio de la aplicacién préctica de la
dehidrocloracién, para la determinacién del isémero gamma del HCH,
ya sea puro o en mezclas y ademéds, se indicard una de las muchas

aplicaciones que tiene, al determinar HCH en productos aplicados.

Como se sabe, los diversos isémeros poseen diferentes velocida-
des de dehidrocloracién. También se sabe que los isémeros alfa y
delta, son mucho mds fécilmente dehidroclorados que el isdmero
gamma y que, por otra parte, la proporcién de isomero epsilon,en
las mezclas comerciales, es suficientemente pequefla como para no
interferir en las determinaciones. El isomero beta es inerte en
las condiciones habituales de la experimentacién. Por lo tanto,
sometiendo a una muestra definida, a dos perf{odos de dehidroclo-
racién, uno corto y uno largo, en el largo todos se dehidrocloran
Yy en el corto solo el alfa y el delta; por tanto, la diferencia
en cloruros producidos, en dos perfodos definidos de dehidroclora-
cién, uno corto y otro largo, serd una funcién del contenido de
la muestra en isémero gamma.-—

J.B.LaClair (36) realizo estas determinaciones, utilizando,en
experiencias aproximativas, 5, 10, 15 y 20 minutos para los perfo-
dos cortos y 30, 40, 50 y 60 minutos para los periodos largos, el
primero para los isémeros alfa y delta y los largos, para todos
los isémeros. La temperatura de dehidrocloracién fue fijada en 0°C
y las reacciones fueron detenidas en el momento preciso por el a-
gregado de NO3H 1:3 en una cantidad de 10 ml. Los cloruros forma-
dos fueron determinados por el metodo Volhard, con los aditamentos
que més adelante incluiremos. E1 porcentaje de cloruros formados
durante los perfodos cortos de tiempo, fue restado del mismo valor
obtenido en los periodos largos, Estos ,alores de cloruros fueron
proyectados en funcién del porcentaje de isomero gamma en las mues
tras.

El perfodo de 10 minutos, no fué suficientemente largo para de-

hidroclorar completamente, mezclas que contienen mds de 70% de




- 29 -

alfa mas delta, pero el periodo de 40 minutos, fue demasiado cor-
to para un contenido en gamma mayor del 40%. Los tiempos de 15 y
50 minutos, llenaben los requerimientos para que la proyeccidn

diera una linea recta, expresable por la ecuacién:

8(% Cloruros en 50' = % cloruros en 15') - 8,20 = % en gamma.

Naturalmente, si nosotros reflujamos una muestra que contiene
HCH con una solucién alcoholica de OHK, obtendremos la determina-
cién total del HCH existente en esa muestra, sin discriminacién
de isbémeros. El1 procedimiento es colocar una muestra de 0.,1-0,2 g
en un erlenmeyer de 125 ml. de gollete pulido y agreger 15 ml.,
de OHK 1 N en alcohol et{lico. Se refluja durante 20 minutos y
luego, se enfria el frasco, lavdndose las paredes interiores del
frasco con agua destilada. Se acidifica ligeramente con NO3H 1:3
haste acidez a la fenolftaleina, Se agrega un exceso de NO3Ag 0.1
N (exceso medido), 3 ml, de solucién de alumbre ferrico al 10% y
5 ml., de nitrobenceno. Se tapona el frasco y se agita para coagu-
lar el ClAg. E1 exceso de ién plata, es retitulado por retorno con
tiocianato de amonio O.,1 N, E1l porcentaje del HCH total se calcu-
la usando esta formula:

ML, de NO3Ag 0,1 N x 0.9696
peso de la muestra.

Luego de obtenido el valor total, se procede a determinar el
contenido en gamma. Se calcula una muegtra de modo tal que posea
0.1 g. de HCH total y se la coloca en un erlenmeyer de 125 ml. de
gollete esmerilado. Se cubre la muestra con alcohol al 95% (50ml)
y se refluja por 10 minutos hasta obtener la disolucién total del
HCH, Enfriar, taponar los frascos y colocar los mismos en hielo
molido, que cubra hasta la mitad inferior del frasco. Estos fras-
cos, aun colocados en el hielo, son colocados en heladera por lo
menos durante una hora y media hasta que la temperatura llegue a
0°C, Se coloca también en heladera un erlenmeyer de 250 ml. cuida-
dosamente tapado que contenga 100 ml.de OHK 1 N en alcohol etfli-
co, también colocado, dentro de la heladera, en hielo. Una pipeta
de 10 ml, es también colocada dentro de la heladera, por lo menos
durante 30 minutos antes de su uso. Pipetear en el momento preciso.
exactamente 10 ml. de la solucibn alcohélico-alcalina y transferir
2 porciones a cada una de las dos muestras que se ha reflujado con

alcohol. Se agita ligeramente el contenido de los erlenmeyers y se
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vuelve a colocar en heladera. A4 los 15 minutos, exactamente, se
saca la primer muestra y se titula como se ha indicado mas arriba
A los 50 minutos exactos, se efectua la misma operacién con la se-
gunda muestra. La diferencia en volumenes multiplicada por 0.3546
y dividida por el peso de la muestra da el porcentaje de diferen-
cia ge cloruros entre los gos perfodos de reaccién. Este valor,
multiplicado por 8 y a este resultado, se le resta 8.20, proporcio
na el porcentaje de isomero gamma, en HCH total. Este porcentaje
de gamma, multiplicado por el porcentaje de HCH total en la mues-
tra, da el porcentaje de isomero gamma en la muestra original.
Algunas muestras comerciales, son mas bién, bastante coloreadas,
debido a que glgdn diluyente es de color amarillo o marrén. En tal
caso, el color provoca dificultades en la determinacién del color
total, por lo gque se hace necasaria la extraccién en Soxhlet con
eter anhidro, durante un per{odo de extraccién de por lo menos 16
horas, que es el habitual. Pero el cartucho debe dejarse secar des-
pues de la extraccién y debe verificarse por el olfato si queda en
el mismo algun resto de HCH, Si no hay olor aparente, se considera
completada la extraccién.
El eter, se evapora luego, procurando hacerlo con cuidado por
la inflamabilidad del solvente. El mejor metodo es colocar el en-
vase de extraccibén en BM y con corriente de aire dentro del frasco
Esto facilita la remocién del eter y mantiene baja la temperatura.
Una fuente de errores muy comunes en el metodo Volhard, para de-
terminacién de cloruros, reside en la cantidad de tiocianato nece-
saria para proporcionar un color visible a la solucién que se titu-
la, luego de haber agregado el nitrato de plata. Este volumen de

tiocianato, constituye el "testigo" del indicador, que varia con

el volumen de la solucién que se titula. E1 Laboratorio Analf{tico
de la Hooker Electrochemical Co. (37) ha preparado un metodo para
usarse en trabajo de control, que aumenta la exactitud del metodo
Volhard por la aplicacidén del "blanco" del testigo. Este "blanco"
se determina por titulacién de 1.00 mililitro de NO3Ag 0.1N con
tiocianato de amonio 0,1 N usando un volumen.igual en la titulacién
de cloruros. E1 "blanco" del indicador no es directamente propor-
cional al volumen y debe ser determinado para diferentes voldmenes
de solucién. E1 "blanco" del indicador puede ser agregado al volu-

men del nitrato o restado del volumen de la soluciédn de tiocianato.
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La no aplicacién de este detalle, puede provocar errores de hasta
2-3% en la determinacién de HCH total en los productos técnicos.

La mayoria de las muestras habituales, no poseen cloruros libres
Pero, es medida de previsién, llevar a cabo una determinacién para
determinar su presencia o gusencia. Ello ge lleva a cabo de ésta
manera, Una muestra de 0,1 g a 1.0 g es reflujade con 25 ml. de
alcohol 95% durante 10 minutos, enfriada y acidificade con pocos
mls. de acido nitrico 1:3. Se agregan 5 ml. de nitrato de plata
0.1 N, solu¢ién de alumbre ferrico, nitrobenceno, se agita y se
titula de retorno. Cualquier cloruro encontrado debe ser substrai-
do del volumen usado en la determinacién total del HCH.

La exactitud de este método cae, en mezclas con un porcentaje
superior al 70, en isomero gamma, dentro de un HCH total. Tampoco
es aplicable a la nueva serie de mezclas insecticidas que conten-—
gan DDT, canfene clorado, clordane, u otros insecticidas que con-
tengan cloro 14bil.

Una aplicacidén prictica de éste método reside en la determina-
cibén del HCH en telas. La posible aplicacién de este insecticida
en telas, y la necesidad de determinacién del mismo, originaron
una serie de estudios gque fueron llevados a cabo por Goldenson y
Saas (39). Si bien se entiende que el HCH puede ser demasiado t6-
xico para el hombre, al ser usado en ropas, tiene un valor poten-
cial para el control de pestes en productos almacenados o deposi-
tados.

Las telas son extraidas en Soxhlets, usando acetona como solven
te, pues todos los isomeros son solubles en ella, a la par gque se
va llevando a cabo la saponificacién agregando 15 ml. de solucién
alcalina. Cabe agregar que asi se determina el HCH total y no el
isémero gamma solamente. Se puede utilizar una variante,desconoci-
da en el tiempo de Goldenson y Saas, que es llevar a cabo dos ex-
tracciones; en una de ellas se va saponificando al mismo tiempo
por el agregado de la solucibn alcalina y en la segunda extraccién
se puede determinar el contenido en gamma,utilizando el metodo in-
dicado en pdginas anteriores por doble saponificacién a 0°C duran-
te 15 y 50 minutos.

Debe tenerse presente que las telas pueden estar aprestadas con

parafinas cloradas y esto puede dar lugar a errores.
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Los resultados obtenidos en pruebas llevadas a cabo con telas
especialmente impregnadas, llevan-a un recuperamiento o hallazgo
del 97-98% del HCH utilizado y la diferencia, Goldenson y Saas la
atribuyen a la dificil dehidrocloracién del isémero beta. Si biza
esta dificultad puede ser obviade por el uso de 4lcalis més fuer-
tes, se corre el riesgo que algun triclorobenceno puede sufrir u-
na ulterior dehidrocloracién, falseande, por tanto, los resultaios

Sin embargo, en telas comunes, iupregnadas , existe la posi-
bilidad de interferencias por mercerizacién o procesos de lavados,
dcidos interfirientes, provenientes de aprestos &cidos o interfe -
rencia de acidos y grasos saponificables. Esto implica una seria
desventauja para las titulaciones del HCH por titulaciones acido-
-base.-

Ademds, interferencias de cloruros, pueden originarse por tz-
las decoloradas, que contengan cloruros residuales o de transpira-
cién, Esto puede ser obviado por lavados previos hasta obtener
reaccién negativas de cloruros.

El metodo Volhard, fué lo suficiente sensible como para obt:-
ner datos correctos, hasta con 24 mgr. HCH/cm2 de tela.

Finalmente, (39)se debe mencionar que pueden determinarse
cloruros originados por saponificacién en HCH, por cuatro dehidro--
cloraciones distintas a una misma muestra, que son tituladas con
SO4Hg 0.02 N en presencia de difenilcarbazona. lLas cuatro dehidro-
cloraciones se realizan asi:

1) 0.4 g. de muestra con 10 ml, de NaOH 0.4 N en alcohol metfilico
por 20 minutos a 100°C. Aqui todos los isémeros pasan a triclo-
robenceno.

2) Los mismos reactivos,en 20 minutos pero a 30°C; reacciona el
alfa, delta y gamma pero el beta no. '

3) 0.4 g. de muestra se saponifica con 10 ml. de OHNa 0.0125 N en
alcohol metilico, durante 15 minutos. Los cloruros provienen en
un 63% de los isémeros alfa, y delta. Otro 35% de cloruros pro-
viene del isdémero gamma.

4) Bn esta saponificacién se utilizan los mismos reactivos que en
el pdrrafo anterior pero durante 30 minutos. Aqui, el 80% de
los cloruros se origina de los isomeros alfa y delta y el 51%
del gamma.

Los autores deeste metodo, opinan que se pueden sacar datos

acerca del contenido en gamma, a partir de los gatos anteriores.
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METODOS CRIOSCOPICOS

El principio del método crioscédpico, para la determinacidn
del contenido en isémero gamme del HCH, se base en que,si una mez
cla de isbémeros es disuelto en una cantidad mayor, mucho mayor, de
uno de los isomeros, se originard una depresién en el punto de con
gelacién del isémero solvente, originada, por los otros isémeros-

Si una cantidad pesada de una mezcla de isémeros del HCH,=:
disuelta en otra cantidad pesada del isémero gamma, se origina "1.%
depresién en el punto de fusidn, que depende del contenido en 1os
otros isémeros., Si se obtiene la depresién para el isémero alfa,
en isémero gamma puro, la cantidad del isémero gamma presente en
la mezcla, puede ser calculada de la diferencia entre el nimero
aparente de moles en 1 gramo del soluto en los dos casos.

Supongamos Que el agregado de un gramo del isémero alfa puvo
a 10 gramos del isémero gamma puro, hace descender el punto de cii
gelacién del gamma, en 6°C. Los otros isémeros darian la misma de-
presidén, si estuvieran presentes en las mismas cantidades, con 1la
excepcién del isomero gamma, que no d4 depresién. Si 1 gramo de
una mezcla desconocida, que se sabe estd constituida por isémeros,
se agrega a 10 gramos de isémero gamma, cualquier efecto sobre el
punto de congelacién del solvente, serd debida solamente a los i-
sémeros alfa, beta, delta y epsilon, presentes en la mezcla. Supoa
gamos que se produzca una depresidn de 4°C, entonces aproximadame:n
te un tercio de la mezcla consistird de compuesto gamma.

El procedimiento utilizado en (40), utiliza un bafio de acei-
te que pueda ser manﬁenido a 120-130°C; consiste en un vaso de pre
cipitados de 1000 ml. en que el aceite debe tener una profundidad
de alrededor de 110 mm; un tubo de congelacibén, hecho de vidrio
termo-resistsnte, con medidas externas de 38 x 150 mm; un termdme-
tro de mercurio, en vidrio, graduado a la décima de grado centigra-
do (0,1°C) graduado de # 70°C a ¥ 120°C, E1 termémetro va inserto
a través de un tapbén de goma, de manera de sostenerlo en posicién
en el tubo de congelacién, Un agitador del tipo espiral, una vari-
llita de vidrio de 3 mm. o de una varillita metédlica de 2mm. de me-
tal monel o Nicrome. El tapén tiene una ranura en un costado para
permitir libremente la operacién del agitado.

Reactivos. Isémero gamma e isémero alfa puro (este ultimo, sin tra-

zas de isémero gamma)
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Determinacién. Una muestra de 0,500 g, se introduce en el fondo

del tubo de congelamiento y 10,00 grs. de isémero gamme puro gon

colocados inmediatamente sobre la muestra. El tubo de congelamien
to es colocado en el baflo ge aceite, que estd a 120-130°C. Cuando
se funden la muestra y el isénero gamma, se colocan en posicién,
el termémetro y el agitador, de modo tal que el termémetro alcan-
ce hasta 0.5 cm. del fondo gel tubo y entonces el tubo de conge -
lamiento s sacado del bafio de aceite y colocado en la camisa.gu:
también es mantenida caliente en el bafio de aceite. El tapdn de
goma sobre el tubo de congelacidn debe ser lo suficiente justo co--
mo para crear un espacio-muerto de aire tibio sobre la mezcla.

El agitador es movido lentamente, de manera de mezclar intimamen-
te la muestra dentro y a traves del isomero gamma. Cuando la tempe
ratura de la mezcla fundida llega a 113°C, se levante todo el apa-
rato de congelacién hasta que esté sobre la superficie del bafio !~
aceite, un cent{metro. El agitador se opera manualmente a alred- -
dor de 100 golpes por minuto. La temperatura continua en ascens>
por pocos momentos méds, antes que comience el efecto de enfriami.:,
to. Cuando se 114°C, se anota la temperatura, con la ayuda de un
buen lente de mano o lupa, para permitir la interpolacién a 0,01°C
(si es posible) a intervalos de 15 segundos, hasta que el agitadox
"se congela". E1 tubo de congelamiento es sacado de la camisa y la
solucién es re-fundida en el bafio de aceite. La camisa es calenta--
da y la operacién es repetida, como gcabamos de describirla, haste
que ge obtienen resultados consistentes.

Los datos correspondientes a los puntos ge congelamiento del
isémero gamma solo, son obtenidos del mismo modo.

Los puntos de congelacién para 0,500 gramos del isomero alfa
(puro, sin trazas de gamma) disueltos en 10,000 gramos del gamma,
son obtenidos del mismo modo.

Calculos. Las curvas de puntos ze congelacién son proyectadas en
funcién del isémero gamma (I), de la muestra disuelta en el iséme-
ro gamma (II) y del isémero alfa disuelto en el gamma (III). A par-
tir de las "mesetas" de las curvas, se obtienen las depresiones

del punto de congelacién causada por el isémero alfa y la nuestra.

El ndmero total de moles por gramo de isomero alfa, denomina-
do "a", es obtenido dela siguiente ecuacién:

W Ot

™ = 1000 w K¢
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en donde

m: son las moles de material distinto a las del solvente, en un
gramo de soluto.

V: peso del solvente en gramos

W: peso de muestra en gramos

A t: depresién del punto de congelacién de grados centigrados .

Ke: constante criscédpica para el solvente (isémero gamma);16.8

De la misma ecuacién, se calcula el numero aparente de mu .c-
por gramo de la mezcla desconocida y se denomina "b".

(a = b) x 290.8 x 100 = porcenteje aparente de isémero gamma
en la muestra.

El isémero gamma presente en la muestra actda como una adi-
cibén al isémero gamma usado como solvente. Consecuentemente, los
resultados obtenidos por cdlculos son altos, y deben corregirse
por uno de dos metodos. La cantidad aparente calculada de isdmero
gamma puede ser agregada al peso del solvente realmente usado ¥y
los resultados recalculados. Un metodo mucho mas simple, es usar
una tabla o curva. E1 grédfico 11, muestra una curva tal, preparacc
por el cdlculo de las diferencias en los porcentajes aparentes y
corregidos, en la que la orderada d4 el porcentaje a ser deducido
del "aparente" calculado para gammz en la muestra, que es la abci-
Sae-

Teoricamente "a" es el numero de moles por gramo de isomero
alfa y puede ser obtenido simplemente dividiendo 1/290.8 que es el
P.M. del HCH, Este valor tedrico, no puede ser usado, sin embargo,
para "a" en los c4lculos, por la presencia de pequefias cantidades
de otros isémeros en el isémero gamma que es usado como solvente
en la determinacién. La constante crioscédpica puede variar con di-
ferentes muestras del isomero gamma y debe ser determinado. Al res
pecto cabe sefialar que en (41) hay un trabajo muy extenso al res-—
recto.

Hay tres puntos de trabajo que requieren mucha atencién, (1)
El error de paralaje debe ser cuidadosamente evitado, en las lectu
ras del ®rmémetro; un error de 0.05°C puede ocurrir facilmente cuan
do se usa una lupa. (2) La muestra debe estar seca, libre de sol-
ventes orgédnicos y completamente disuelta y uniformemente distri-

buida a través ael solvente (isémero gamma). El gitador a espiral
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es muy efectivo al respecto, mucho méds que el de anillo, Los pun=
tos de congelamiento serén sucesivamente mds altos hasta que se ©0b
tenga una solucién homogénea.(3) Se debe evitar el sobre-enfriamien
to y debe ser reducido a un minimo si se quiere obtener el punto
de congelamiento correcto.-

En (42) Arceneaux encontro que la constante criscopica es

16.1

GRAFICO 11

METODOS CROMATOGRAFICOS

El metodo indicado a continuacién, comprende la separacibn del
isémero gamma, de los otros constituyentes ae las mezclas comercia-—
les, por particién cromatogréfica. Una columna sélida, tal como de
acido silfcico, sirve de apoyo para una fase liquida, el solvente
no mévil, a traves del cual es pasado un segundo solvente inmisci-
ble (solvente mévil) en la que se disolvid la muestra, inicialmente.
Tiene lugar una continua particion entre los solventes mientras la
muestra es arrastrada a traves de la columna y se origina una sepa-
racién progresiva de los constituyentes ae la muestra.-

Reactivos.

Hexano normel, grado comercial.

Nitrometano, grado comercial

Solvente mévil (hexano normal saturado con nitrometano) Agregar a
50ml. de nitrometano,900 ml. de hexano normal en un
embudo de decantacidén tipo Squibb, de un litro y agi
tar vigorosamente durante cinco minutos. Dejar decan
tar el exceso de nitrometano, separarlo del solvente

movil y guardarlo por uso ulterior.
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Aciao silicieo, precipitado.
Aparata,je y procedimiento.

El aparataje completo para la particién cromatografica, figura en
el gréfico N° 12, que figura a continuacién de este trabajo. La co-
lumna de particién estd embutida en un armazén de madera con una -
ventana frontal pléstica y es conveniente que asi sea, dada la lon-
gitud de la columna y de que se trabaja a presién. En trabajos de
rutina, el recipiente a presién para el solvente de particién es
une gran ventaja, al permitir el agregado ininterrumpido de solven-
te a la columna de acido silfcico. El evaporador miltiple de solven
te (fig.1l4) permite la remocién de solvente, concomitante con las
recolecciones sucesivas de fracciones de la columna, de modo que
puede obtenerse la observacién inmediata de los solidos obtenidos.
Una gradilla de madera es conveniente para mantener en orden los mu
chos frascos usados en cada determinacién.-

Carga del deposito de solvente., Llenese el deposito de solvente, r,

por el agragado de 6 litros de solvente movil a traves de v5, mante
niendo vl cerrado y v3 y v4 abiertos. Aplfquese presién al depdsito,
cerrando v2, v3, v4 y v5, ajustdndo la vdlvula reductora de presién
del cilindro de gas nitrégeno, a alrededor de 8 libras de presién

¥y con apertura cuidadosa de vl.

Preparacién de columna cromatogrifica. Pesar 100 g. de acido silici

co y pasarlos a un gran mortero. Medir 55 ml., de nitrometano y agre
garlo en porciones sucesivas de 10 ml,, al acido silicico, mezclan-
do profundamente luego ae cada agregado, por mezclado con el pilédn.
Luego de haber agregado todo el nitrometano y desryues de haberlo mez
clado, agregar 300 ml. de solvente movil en porciones dae a 100 ml.,
mezclando luego de cada adicion.-

Desconéctese cuidadosamente y extrdigase la columna de parti-
cidn, seca y limpia, a, de su sosten e insertar un tapon de lana de
vidrio y el disco de vidrio poroso, d, en el fondo de la columna.la
cantidad de lana de vidrio es la cantidad justa para sostener a la
columna de acido silficico, pues tapones de lana de vidrio excesiva-
mente grandes tienden a disminuir laexactitud de la separacién. Ta-
ponar el fondo de la columna de particiédn con un pequefio corcho .

Mezclar la pasta de acido silfcico y el solvente mévil y vertir
la desde un vaso de precipitados, a la columne de vidrio, mantenien
do ajustado el plato o disco poroso, con una varilla de vidrio.Cuan-

do se haya agregado la mitad de la pasta, quitese la varilla de vi-
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drio. y agreguese el resto je la misma. Repongase la columna de pa>
ticion en su soporte y conectar el tope de la columna b & las 1f-
neas de presién y reactivo, k, por medio del ajuste de vidrio granu
loso.-~-

Quitese el tapén de corcho del fondo de la columna y eliminese
el exceso de solvente movil, a presién, por apertura de v4. Durante
la remocién del exceso de solvente, el acido sil{cico se tiende a
empaquetar en la columna, antes del nivel del solvente. Cuando el
nivel del solvente mévil alcanza justamente el tope de la columna
de acido silfcico, aplfquese presién a la columna por el cierre de
v4 y la apertura de v3. Se debe tener cuiaado, para evitar el raja-
miento,rotura o secado de la columna de acido silicico que puede o-
riginarse si el solvente drena debajo del nivel de la capa silfcica.
Tales defectos, afectan seriamente la eficiencia de la columna.

Preparacién de la muestra. Fig.l3. Se clasifican los productos co-

merciales en tres tipos, segun su contenido en isémero gamma: baja
(menos del 5%); media (entre 5 y 15%) y alta (més del 15%). La pre-
parécién de la muestra, abarca laextraccion completa a partir de la
masa de los otros constituyentes presentes en la muestra. Variando
el peso de la muestra, se asegura la cantidad 6ptima de isdbmero -
gamma, para el agregado a la columna.

iluélase y mézclese intimamente la mezcla por medio de un morte
ro y pilén. Pesar en un erlenmeyer de 125 ml. tarado, una cantidad
de muestra molida suficiente como para proporcionar, aproximadamen,
te, 0.2 a 0.3 g. de isbémero gamma después de la extraccibén y toma
de parte alfcuota., Agregar 25 ml. de solvente movil al frasco y ca-
lentar hasta el punto de ebullicién, sobre resistencia electrica -
(tener cuidado con la inflamacién). Tapar el frasco con corcho y a-
gitar durante cinco minutos. Enfriar a temperatura ambiente y decan
tar la solucién sobrenadante a través de un Buchner, dentro de un
Kohlrausch, empleando ligera succién. Repetir la extraccidén en ca-
liente, en el residuo del erlenmeyer, empleando esta vez 10 ml.de
solvente mévil (Esta segunda extraccién caliente, puede ser omitida
en las muestras de bajo contenido en gamma, donde la cantidad de
isémero que pueda ser extraida, es pequefia; y también en mzterisl Je
alto contenido en gamma, donde toda la muestra pueda ser casi total-
mente soluble.) . Lavar el residuo y erlenmeyer con cinco porciones
de 10 ml. ae solvente mbvil, frio, decantando cada lavado a travis

de un Buchner, en un Kohlrausch. Quitese el Buchner y la conecci’a
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de vacfio y dildyanse los contenidos hasta la marca de 100 ml., con

solvente mévil, Mezclar perfectamente y transferir una porcién ali-
cuota de 25 ml. de la solucién, a la columna de particién cromato-
gréfica, ya preparada.-

Procedimiento. Desconéctese la tapa b, Mfdase la porcién alicuota

de 25 ml, de la muestra y déjese que fluya sobre la columna de aci-
do silficico por medio de una pipeta volumétrica, teniendo cuidado
que el flujo de la solucién-muestra no altere la capa de acido silf-
cico. Vuélvase a conectar las lineas de solvente y presién al tope
de la columna, y llévese la solucién-muestra a la columna por cie-
rre de v2 y v3 y abriendo v4. Cuando el nivel de la solucién-muestra
alcanza el tope de la capa de acido silicico, suéltese la presién

de gas cerrando v4 y abriendo v3. Colocar una probeta graduada de
100 ml. debajo de la columna, en ¢, para recolectar al eluyente.-

Lévense las paredes de la columna una sola vez, con aproximada-
mente 10 ml., de solvente mévil, abriendo v3 y v2. Llévese la solu-
cién de lavado a la columna cerrando v2 y v3 y abriendo 4, hasta
que el nivel de la solucién de lavado alcance el nivel del tope de
la columna del acido silicidoy Suéltese la presién cerrando v4 y a-
briendo v3 y ggréguese alrededor de 50 ml. de solvente mévil a la
columna por apertura de v2. Ciérrese v2 y comiéncese la separacién
de particién con una corriente continua de solvente, a la columne,
desde el depbsito. Contrblese el flujo de la velocidad del solvente
ajustando la presién de gas de manera que el eluyente fluya de la
columna a razén de 4 a 5 ml. por minuto.

Déjese ingresar 100 ml. de solvente mbvil, para que fluya por
la columna hacia la probeta graduada. Pirese el flujo por el cierre
de v2,quftese la probeta graduada y ¥nase el colector de fraccidn e,
a la junta c. Ciérrense los robinetes s2 y s3, 4brase sl hacia la
rame izquierda, abrir v2, y contindese la separacién. Juntese aproxi-
madamente 10 ml. (hasta la marca) en la rama izquierda, luego girese
sl hacia la rama derecha. Mientras la rama derecha se va llenando,
evaciese la rama izquierda a traves de s2, hacia un baloncito espe-
cial de 100 ml, de fondo redondo y cuello largo rotulado: fraccibr L.
Cuendo se llen§ la rama derecha, girese sl hacia la rama izquierda
y evaclese la rama derecha a través de s3, hacia un baloncito ée .00
ml. rotulado fraccibn2. Continuar la coleccién de fracciones eluentes,

rotulando sucesivamente, hasta que se completa la separacién del i=é -
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mero gemna (Generalmente de 30 a 40 fracciones de 10 ml.,son nece-
sarias).

Remocién del solvente movil de las fracciones eluentes., Mientras

la columna de particién estd a¥n operando, comienza la recupera-
cién del isémero gamma, por pasaje de los baloncitos, de la gradi-
lla al evaporador de solvente. (fig.l5) Conéctese cada balén por
medio de una llave de dos vias (b) a la lfnea ne vacfo al tiempo
que se colocan los paloncitos en un bafio de agua a 60°C. Apl{iquese
vac{o. Cuando se haya completado la evaporacién del solvente, con
cuidados, suéltese el vacio girando la llave b hacia la linea abier
ta, quitense los baloncitos y reemplécense en la gradilla, en el
lugar correspondiente.

Identificacidén de las fracciones con isomero gamma. Los restos de

los baloncitos son examinados pare la determinacién de la fracciédn
que contiene isémero gamma. E1 reconocimiento no es muy diffeil,
en éstas fracciones, una vez que ya haya sido observado. En condi=-
ciones ideales, cada componente del HCH dividido en muestras, apa-
rece en series sucesivas y distintas de fracciones de eluente,se-
paradas de las otras componentes por dos o mds balones que no con-
tienen materia sélida. Frecuentemente. una pequefia cantidad de ma-
teria oleosa que cristaliza lentamente, por permanencia, aparece
en alguno de los balones intermedios.

Los primeros sblidos que aparecen en las series de las frac-
ciones eluentes, son .los productos més altamente clorados, o sea
el hepta y el octaclorociclohexano, Estos son seguidos por residuos
mas o menos oleosos y luego por una serie de fracciones que contie=-
nen el isomero alfa, caracterizado por su apariencia escamosa o
pelusienta. La cantidad de isbmero alfa, luego disminuye hasta que
aparecen dos o tres fracciones que contienen muy poco material sé-
lido y quizés alguna substancia oleosa. Esto indica el fin de los
cortes de isomero gamma. E1 nuevo corte que sigue luego del alfa,
es el isémero gamma, que aumenta en cantidad con las sucesivas frac
ciones y estd caracterizada por la aparicién de masas cristalinas
de forma de abanico, abriéndose desde masas centrales grandes, de
cristales. La cantidad de isémero gamma en cada corte, disminuye
répidamente en las ultimas fracciones hasta que se obtienen varios
baloncitos vacios. Esto indica el fin del corte de isémero gamma.,
El material que se identifica como isomero gamma, es recuperado por

disolucién de los solidos de cada frasco, en hexano normal y por




pasaje cuantitativo de las soluciones a un baloncito de 200 ml.
de cuello alargado. Se evapora el hexano normal y se computa enton
ces el peso de las fracciones combinadas que poseen isémero gamma

El contenido total se calcula as{:

peso de gamma encontrado en la fraccion alicuota de 25ml. x 400
peso de la muestra total

El metodo cromatogrdfico ha sido adoptado por la OSM(Organiza-
cién Mundial de la Salud) dependiente de las Naciones Unidas (12)
¥y con una ligera variante constituye el metodo oficial de la Asso-
ciation of Official Agricultural Chemists de los E.U.A.(43). La
variante consiste en el agregado de un colorante a la parte alicug
ta de la solucién a ser cromatografiada.(44). Dicho colorante, el
D & C Violet N° 2 que es l-hidroxi 4-p-tolueno-antraquinona. Este
colorante es elevacdo en primer lugar, de modo tal gque antes que el
ultimo resto de dicho colorante es evacuado, comienza la recolec-
cién de los cortes que poseen isomero gamma.-—

Por dltimo en (45), Rosin y Radan algunas modificaciones para
determinar la pureza de los cortes de isémero gamma, que no hacen

a las lineas generales del metodo antedicho.-

METODOS POLAROGRAFICOS

Las primeras indicaciones acerca de la aplicacién de la polarg
graf{a aparecieron publicadas en Nature (46). Segin Ingren y Sou-
thern, el isémero gamma presenta el \Unico caso conocido de un isé-
mero de una substancia que se reduce en el electrodo de mercurio
a la gota. Ello ge cree que se debe a8 la estructura polar de la mo-
lecula del isémero gamma. La onda obtenida en 1938 por Ingram y
Sothern no es muy normal, pues parece abarcar la reduccidén progre-
siva, sin ruptura de tres 4dtomos de cloro en la molecula. Esto de-
termina un prolongado ascenso en la curva de corriente/voltaje pro-
yectada sobre una escala amplia de potencial, de -1,15 a -1.55 ==~
volts/E.S.C.(electrodo saturado de calomel) Utilizando soluciones
buffer que originan pHs menores que 7, no tienen efecto sobre la
inclinacién de la curva.

Las corrientes residuales y de difusidén de onda, exhiben un a-
preciable aumento, debido a la presencia de otras materias reducti-:
bles en el HCH crudo. Estas materias reductibles, fueron determinc. :

das por Dragt (47) y ellas son los habituales acompafiantes del ICH
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crudo o sea el heptacloro y el octaclorociclohexano. Estas dos subs
tancias fueron aisladas en estado de pureza por Dragt, a partir de
los primeros cortes de cromatogramas o siné por cloracién de los
diversos is8meros del HCH. Ya aisladas en estado puro, se de. les
determino polarogréficamente. Ellas determinan un desplagzamiento
del cero del galvanometro (desplazamiento inicial) hacia los -0.5
v y una marcada variacién en la inclinacibén de linea-base.-
El efecto aditivo de estas impurezas puede ser eliminado, si
la inclinacién base-linea dibujade en la parte inferior de la cur-
va, se extiende hasta -1.30 vs. y luego dirigida en forma paralela
el eje de voltajes, Usando este metodo de cédlculos, se obtuvo una
satisfactoria concomitancia gntre el contenido de isémero gemma en
mezclas artificiales con los valores hallados por polarografia.-
La solucién bédsica, original, utilizada por Ingram y Southern,
consist{a en una solucién hidroalcoholica (partes iguales) que con
tienen 1% de IK como electrélito y 0.005% de gelatina, como supre-
sor méximo. Posteriormente, el método de determinacién polarogréfi-

ca del isbmero gamma, experiment$ muchas variantes de forma, pero

no de fondo, y entre las variaciones anotadas acerca ae la composi-
cibén del electrdlito, pueden mencionarse la de Dragt (47) que uti-
liza C1K y cola de carpintero, Nakajama y otros (48) utilizan C1N
(CH3) 4 0,1 N y dioxano al 40%.K,Schwabe (49) utiliza IN(C2H5) 4
0.1 N en alcohol etflico al 80%., Hay otros investigadores que han
variado la composicién del electrolito, todos los cuales llevan la
intencién de disminuir el efecto de la onda del heptacloro y octa-
clorociclohexano,

La célula utilizada es-la de forma H, que figura en la figura
15 que es utilizada con una celula auxiliar de calomel (saturada).
El contacto entre la rama izquierda de la celula H y la de calomel
fue obtenida por un tapén de ClK en agar, saturada. Fue mantenida
en un bafio a 25°C. La interferencia del Ox{geno, fué eliminada por
el uso de burbujeo dé N2 o H2 a presién. Dada la naturaleza voldtil
de solvente, el N2 o el H2 burbujeaban a traves de dos burbujeado-
res que, en el caso del segundo, tenia una solucibén de concentra-
cibén idéntica a la que se estaba analizando, con objeto de evitar
o bien el enriquecimiento o el empobrecimiento de la solucién con-
tenida en la célula H.

El sistema de trabajo es el siguiente. Se disuelve unha muestra
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de 0,4 gr. en una porcién de 80 ml, de acetona. Se lleva a 100 ml.
con agua destilada. Una porcién alicuota de 10 ml. de esta solucién,
fue transferida a un matraz aforado de 50 ml., se le agregan 20 ml,
de una mezcla de acetona y agva (A0-40}. seguida por solucién buffer
de ClK-acetato de sodio. De esta solucién se llevan 15 ml. & la ce-
lula H y se efectuan las determinaciones para obtener el polarogra-
ma, Se obtiene la altura de onda al maximo ge -1l.7 volts. Este va-
lor, multiplicado por el numero de miligramos por unidad de escala
determina por standardizacién y dividiaa por el peso de la muestra

d€ el porcentaje de isomero gamma presente.-

METODOS COLORIMETRICOS

Entre los métodos més recientes, que han aparecido para la de-
terminacién del isémero gamma, en mezclas de diversos isémeros, fi-
guran dos colorimétricos. Estos dos métodos, si bien son elegantes,
pues terminan en determinaciones colorimétricés, estdn sujetos a mu
chas suposiciones que hacen dudosos sus resultados. El mismo autor
-de uno de ello, Milton Schechter (50) reconoce que los resultados
obtenidos por el uso de su método, son un 10% mas elevados que los
valores reales ae sus mezclas sintéticas. Pero de la lectura de los
dos métodos se deduce que, con el ajuste de algunos detalles, se
puede llegar a utilizarlos,

El primer metodo consiste en lo siguiente: el HCH es totalmente
dehidroclorado por medio de granallas de zinc en acido acético (50).
Toda esta operacién es llevada a cabo en un aparato especial de vi-
drio, adaptado para esta determinacién colorimétrica. Al mismo tiem-
Po que se va produciendo el benceno, por la dehidrocloracién del
HCH, éste es destilado a un aparato nitrador, inclufdo en el mismo
sistema de vidrio que lo iransforma en m-dinitro benceno. Este pro-
ducto es transvasado, junto a otros, a varias ampollas de decanta-
cibén, sucesivas, donde es extrafido con eter sulfdfico. Los extrac-—
tos, despues de una serie de lavados y extracciones, son objeto de
una eliminacién de solvente y el residuo seco obtenido, es sometido
a una reaccién con metil-etil cetona en medio fuertemente alcalino,
produciéndose un color fuerte rojo-violaceo que es determinado por
espectrofotometria.-

Evidentemente, en las mezclas de isémeros, los diversos isémc--

ros pueden reaccionar diferentemente a la dehidrocloracidn y por
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tanto aqui ya tenemos una fuente de error. Otra, reside en pérdi -
das mecdnicas y de extraccibén con &ter, ya que el método es de mu-
cho manipuleo. La nitracién del benceno produce fundamentalmente
el m-dinitro benceno, pero también produce los isémeros orto y pa-
ra y estos dos compuestos, evidentemente, no reaccionan con la ce-
tona para producir compuestos coloreados. También puede sumarse a
estos detalles, la circunstancia de quelpueda haber una incompleta
conversién del HCH a benceno. Todos estos detalles, hacen que el
método deba ajustarse, pero no se lo debe descartar, ya ajustado,
como metodo de laboratorio.

El segundo metodo colorimétrico (51) es mds sencillo y d4 re-
sultados més acordes. Se basa en que, cuando el HCH es reflujado
con un exceso de anilina, se forma una mezcla que se cree consis-
te de difenilamina y diclorodifenilaminas. Cuando esta mezcla es
oxixada con pentéxido de vanadio, en acido sulfdrico, al 50%(volu-
men/volumen) se produce un color con una maxima de absorcién en
los 510 mu; se cree que se forma un compuesto de naturaleza guinoi
de.-

Pero, evidentemente, estos dos metodos deben ser objeto de un
tratamiento de ajuste exhaustivo, con objeto de eliminar los facto-

res que producen errores.

METODOS BIOLOGICOS

La aplicacién de los metodos llamados biologicos, a la deter-
minacién del contenido en isémero gamma de las preparaciones comer-
ciales, trae aparejada la necesidad, para el laboratorio y el la-
boratoriata, de poseer un insectario perfectamente instalado y una
camara de Peet-Grady, A mds, se debe llevar un orden determinado
en las cepas de moscas obtenidas, con objeto de que las determina-
ciones realizadas, se puedan aplicar.-

El principio del método consiste en determinar, con isémero
puro, la mortalidad producida en, digamos, 100 moscas a diversas
dosis y con concentraciones variables de isémero, ya sea puro, en
mezclas con otros isémeros o con diluyentes inertes.-

La necesidad de la presencia de los otros isémeros, surge del
hecho de que, a identidad de concentraciones, trabajando con isome-
ros, hay unea meyor mortalidad en. las mezclas, lo que significa que
los otros cuatro isémeros, que aparentemente no tienen actividad
entomolégica, efectivamente la tienen, con lo que no debe subesti-
mérselos como tales no descartando que su actividad pueda deberse

mas bién a una accibdn sinergista.-
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Pn primer lugar deben prepararse las curvas de mortalidad.
Para ello, el quimico debe preparar con suficiente antelacién, el
insectario.-

Los insectos comunmente utilizados, son las moscas (Musca
Domestica). El insectario es una habitacién adecuada de 10 pies
cuadrados (52), preferiblemente bien aislada. Esta habitacidén esté
equipada con una fuente adecuada de calor, con control termostdti-
co, capaz de mantener la temperatura ambiente en 29.5°C. Se posee
también, una unidad de enfriamiento dotada también de termostato,
que puede ser mantenido a 13°C con agua comun, fria. Un termémetro
registrador, instalado dentro del insectario, muestra las varian
tes que pueden originarse, a partir de la temperatura ideal. La hu-
medad del insectario no se controla, pero el agua en las tinajas
de cultivo, proporciona suficiente humedad.

Se necesitan 5 jaulas de cultivo y 10 para translado. Todas
se preparan con madera y estdn rodeadas de alambre tejido.

Las jarras de ¢rianza, son potes redondos de 6 pulgadas de
didmetro por 8 de alto. Estan cubiertas con gaza, rodeadas de una
banda elastica de goma.

La obtencién de las primeras cepas de moscas, se lleva a ca-—
bo colocando en vasos de precipitados de 250 ml., cierta cantidad
de estiercol de cavallo, fresco y humedecido. Cada dia, se va reem-
plazando el contenido de los vasos de precipitados, con nueva can-
tidad de estiercol. Cada dia, se va transladando alrededor de 500
huevos y larvas a las jarras de crianza, que a su vez esta lleno
hasta sus 3 partes, con estiércol fresco, al que se le agrega 200
c3. de agua y 75 c3. de levadura en suspensibén, empaquetada en for-
ma suelta. Cada dfa, 10 c3. de levadura irecas es reemplazada en
las jarras de crianza. Si la cantidad de levadura fresca es insufi-
ciente, los moscas adultas serédn debiles y de mnal desarrollo.-

Las jarras de cultivo, preparadas como se ha indicado, son
mantenidas en el insectario a 29%5°C aurante 9 a 11 dfas, época en
que empiezan a aparecer las moscas adultas. Tan pronto como esto
sucede, son transladas a las Jjaulas de cultivo, dende son mantenid:zs
a la espera de las pruebas con el insecticida. Estas jaulas tienen
anotada la fecha de la aparicion de las moscas, y las moscas de ca-
da df{a distinto, son mantenidas aparte. Las moscas poseen le mayor
capacidad de actividad y resistencia, cuando tienen cinco dfas;por
lo tanto s6lo moscas de esta edad son usadas para las pruebas bio-

18gicas.-
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La camara de Peet-Grady es un cubiculo de 6 pies de lado. Es-
ta realizada generalmente con hard-bozrd y tiene una puerta con pa-
860 de hombre, que ajusta perfectamente. Tiene ventanas, en el cen-—
tro de las paredes laterales. En el techo estédn perforados, dos o=
rificios de una pulgada cada uno, perfectamente taponados con cor-
chos. También, dentro de la camara Peet-Grady, hay un ventilador
en el techo, con objeto de poder ventilar, después de cada prueba.
Viene también adosado, un compresor portdtil que provee de por lo
menos, 30 libras de presién y el pulverizador es especial. (De Vil-
biss).-

Se colocan en la camara 100 moscas de 5 dias de edad, y se pul
veriza dentro de la cdmara y por el agujero correspondiente, una
cantidad definida de insecticida, de acuerdo a la prueba que se va
a realizar. Al finalizar los diez minutos, se abren los agujeros
del techo y se comienza a ventilar la camara. Las que han caido,
se recogen y son colocadas en jaulas chicas, con un algodon mojado
¥ el recuento definitivo de las muertas se hace a las 24 hs. Por
diferencia, entre las que pueden haber sobrevivido, se calcula las
"knock-down" y se determina entonces el porcentaje de "muertas".

El porcentaje real de "muertas" es indicado como toxicidad y de a-
qui se ocalcula la dosis letal (L.D.).

Evidentemente, para los trabajos habituales de laboratorio qui
mico, es un metodo relativamente complicado. A esto, debe sumarse
la circunstancia de que muchas impurezas de origen orgénico, pueden
influir en forme positiva o negativa en estas determinaciones. Sus-
tancias de muy variados or{genes pueden ocasionar una mortalidad
acrecentada y otras pueden decrecer la mortalidad.

Por lo tanto, al hacer estudios de orden bioldgico acerca del
HCH, debe tenerse perfectamente presente el origen de la muestra
con que se trabaja; mis, si es el caso de que se pueda estar estu-
diando la contaminacién de alimentos y se determina la concentra-
cién del isbmero gauma, en dichos alimentos, por metodos de ensayo
como el que acabamos de indicar,

D.S.Furman informé en (53) que como resultado de trabajos de
laboratorio con ratus, existe alguna absorcién de HCH a traves de
la piel, después de haber sido sometidas a un tratamiento con una
suspensién acuosa del mismo. El trabajo a cue hacemos referencia
ahora, estudia el hullazgo del HCH en leche de vacas que han sido

sometidas a tratamiento con HCH, por via oral o cutdnea. Y efecti-
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vamente hubo absorcién, por las determinaciones de HCH en leche o
crema,

La cantidad de HCH presente en la leche de vacas tratadas, es
muy pequefia como para representar un riesgo a la salud de los con-~
sumidores de la misma. Un dato confirmatorio de este hecho, reside
en que no existi6ldaﬁo alguno aparente en los respectivos terneros,
Pero debe hacerse notar que la presencia del HCH fué evidente, en
los productos ldcteos de leches tratadas, ya que individuos que
desconocian las pruebas que se estaban llevando a cabo, fueron ca-
paces de separar, por el olfato, muestras contaminadas de no conta-
minadase.-

Esto tuvo concordancia general con las pruebas de mortalidad
de moscas y debe sefialarse que el olfato es un fino detector en es-
te sentido, para este compuesto, en ausencia de otros olores fuer-
tes.-

La conclusién a que se lleva, es que eS peligroso bafiar a va-—
cas que lacten, con suspensiones acuosas de HCH, a menos que la le-
che Que se obtenga durante los 7 primeros dias, se le dé otro uso
que el consumo humano.

La eliminacién de la materia organica, se llevé a cabo por tra
tamientos sucesivos con: So4H2 concentrado-S04Na2; fumante-SO04H2
concentrado; SO04H2 concentrado-S04Na?2. Extraccién con cloroformo y
luego, ésta capa es tratada con soluciones de bicarbonato de sodio.

Un estudio de la misma naturaleza, fue llevado a cabo en aves
de corral y fueron determinados las ubicaciones de preferencia del
HCH dentro de los tejidos del animal. Vease (54)

Finalmente, debe hacerse notar que por estudios realizados, la
camara de Peet-Grady, ha sido objeto de criticas. Se indicaba en
éstas, que existe la gran probabilidad de una distribuicidén despa-
reja en 1o que respecta a la cantidad de HCH que recibe cada mosce,
de acuerdo a la cercanfa o lejanf{a que tuviesen en el momento de
comenzar la pulverizacibén. Asi es que se han realizado determinacio
nes de orden qufimico en moscas muertas en la camara de Peet Grady
Yy se ha hallado diferencias notables de cantidades de HCH que les
ha hecho impacto. Ademés, debe tenerse en cuenta que la dispersién
de las gotas es, evidentemente, despareja y gxisten gotas pequefias
que gse mantienen en suspensién un rato largo y otras, que, por su
tamafio, caen rapidamente al fondo de la cdmara. Es asi como Hoskins
y Calwell (55) proponen el uso de cdmaras de formato distinto y otro

acercamiento con respecto al celculo de mortalidad.
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METO-0S POR DILUCION CON ISOTOPOS

Los d6s métodos que se describiran a continuacién, se basan
en la determinacién del contenido en isémero gamma, de mezclas,por
diluciones con isétopos. E1l primero de ellos se combina con una
medicién espectrofotométrica y el segundo, con un recuento radio-
activo. Se requieren ciertos reactivos (Deuterio y HC1l radiocactivo
con Cl 36) que son de diffcil obtencibén. Ademds, todo el proceso
de "marcado" es de un cuidado sumo y el manipuleo es grande.-—

En el primer caso (56) se obtiene isomero gamma pero no de-
rivado de la rormula comin CH6C1l6 sino que se obtiene C6 D6 C1l 6,
Para ello se parte de benceno comin, C6H6, altamente purificado,
que debemos transformar en deutero benceno., Para ello ge someten
al benceno purificado y al oxico de deuterio, en una bomba de hi-
drogenacién de acero inoxixable, a la accién del calor (250°C)du-
rante cinco sesiones de 60 horas cada una, con intervalos para de-
terminar la proporcién formada de deutero benceno y reemplazando,
en cada caso, la cantidad de oxixo de deuterio consumido.

Hubo necesidad, luego, de separar el deutero benceno forma-
do, del resto de benceno comin que quedé, lo que se lleva a cabo
por una serie de cristalizaciones y precipitaciones fraccionadas
y sucesivas, con dietilestilbestrol con consiguiente eliminacién
por arrastre, con aire caliente, del benceno remanente. Luego, se
cloré el deuterobeceno y se separaron los cinco isomeros del hexa-
cloro hexadeutero ciclohexano, lo que se llevd§ a cabo por crista-
lizaciones a partir de diversos solventes. Por ltimo se llevaron
a cabo determinaciones espectrofotométricas con los isémeros mar-
cados, en el infrarrojo. Y finalmente se determiné la composicién
de mezclas utilizando el metodo espectrofotométrica que figura en
este trabajo.

El segundo método, var{a en el camino a seguir, pues se "mar
ca" el HCH con C1 36, Este isétopo se obtiene haciendo burbujear
en HC1(Cl 36) cloro gaseoso, el cual por intercambio, tome cloros
radioactivos., Esta corriente de cloro redioactivo, se hace burbu-
jear en benceno, en presencia de los catalizadores adecuados, obte-
niendose, por tanto una mezcla de diez isémeros,cinco comunes y
cinco radioactivos, De esta mezcla de diez isémeros, por un proce-

dimiento detallado en (57), se obtiene el isémero gamma del HCH




radioactivo. Este es el que se utiliza parea la determinacidén del
isémero gamma comin, no radioactivo, en mezclas habituales de has-
te el 70% de contenido en gamma. Las determinaciones finales se

llevan a cabo con un contador.-

Como se ve, son metodos de muy alta precisién, absolutos, que
no estdn influenciados por la presencia de otros compuestos en las
mezclas y que dependen, en materia de exactitud, de la habilidad

del operador.

METODOS ROENTGENOGRAFICOS

Respecto a la aplicacién de éstos métodos al aislamiento y
determinacién del isémero gamma, en (58) figura una breve mencién
sobre la posible aplicacién del metodo roentgenogrédfico al analisis
de mezclas, En posesién de los isémeros puros y con el metodo Debye
-Scherrer, Fontana y Mariangeli han usado un aparato Siemens de 45
kV pero no han llegado a ninguna conclusién valedera., A posteriori
en toda la busqueda sobre metodos de aplicacibén, no g ha hallado
ninguna mencién al respecto. Dicha busqueda abarca hasta los Chemi-

cal Abstracts de Junio 1957.-

METODOS GRAVIMETRICOS

Los metodos gravimétricos, son los de mas facil realizacién
en los laboratorios habituales. Requieren aparataje corriente y tan
solo gos o cuatro pesadas. Junto a los metodos volumétricos por de-
hidrocloracién que ya hemos visto, son los mas aconsejables.

Entre los metodos gravimétricos, podemos mencionar tres: el
de Fontana, el de Tapia-Garzon y el gravimétrico del Dr. Bottini.

El metodo gravimétrico de Fontana apareci§ publicado ;n (59)
"La Chimica e L'Industria" de Italia. Tiene como Ynico inconvenien--
te que usa una considerable cantidad de solventes y mezclas. Tex-
tualmente (59) dice as{: Se propone un método basado en la distin-
ta solubilidad de los isomeros en tolueno. Se parte de 100 g, de
producto bruto y se eliminan ante todo, las substancias aromiticas
contenidas, lavando con éter de petroleo saturado con isémero gamms
A continuacién se lo gxtrae, tratando el residuo de la extraccidn
anterior (previamente secado para que no contenga eter de petrolzc)

con tolueno, en la proporcidén del 60% de su peso. Esta extraccion;
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se realiza a la temperatura de 15°C. Se destila luego el tolueno a
presién reducida (20-25 mm. de mercurio) y se lava el residuo de

la destilacién con més &ter de petroleo frio. El peso del material
as{ tratado, representa la cantidad del isfmero gamma contenido en
la muestra analizada.El método controlado cuidadosamente, con mez-
clas artificiales, d16 resultados con un error que oscilaba alrede-~
dor del 1%. F1l mayor inconveniente del procedimiento consiste en
la cantidad elevada de muestra que se precisa.",

En el articulo mencionado, no se mencionan formas de trabajo.

A su vez el metodo de Tapia Garzén, aparecié publicado en
(60) y se realizan, en total ocuatro pesadas. Consiste en una deter-
minacién gravimétrica del isémero gamma, por diferencia de solubi~
lidades en distintos solventes. Evidentemente, en 1950, epoca en
que se llev§ a cabo dicha determinacién, parece que habia inconve-
nientes para la obtencién de isémero gamma puro y se necesité recu~-
rrir la elaboracién de una solucién saturada de isomero delta en
alcohol isopropflico. Se llevan a cabo, paralelamente,dos determi-
naciones una, sobre una mezcla con tenor conocldo en gamma y otra
sobre la muestra desconocida. Los autores han mostrado satisfaccién
poxr los resultados obtenidos.

Debe indicarse, finalmente, el detalle completo del metodo
italiano que estd siendo estudiado en el Instituto di Sperimenta-
zione Per la Chimica Agraria en Turin (Italia) (61). La unica incon
veniencia del metodo, as{ como el de Fontana, reside en la cantidad
de muestra necesaria, con el consiguiente volumen de material que
debe manipularse.

"Se extrae en Soxhlet, con acetona, una cantidad de insectici
da, tal de obtener carca do 200 gr. de extracto aceténico (por ejem
plo, s8i el producto es al 20% de HCH, se extrae 1 Kg.).

La extraccién se debe realizar con una cantidad en peso de a=-
cetona, triple del peso del producto insecticida y se extrae por lo
menos durante 8 hores, hasta que la acetona no se colorec mas, en
la cempana del extractor.

La solucibn acetonica se destila para reducirla de volumen,
con el fin de separar la mayor parte de la acetona: el liquido re-
sidual se transvasa sin perdida de tiempo a una capsula tarada. Se
completa la evaporacién de la acetona primero a B.M. Y luego en es-

tufa a 60°C por tres horas.-
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Se pesa el residuo obtenido constituido por:

a) una parte séliaa de HCH en cristales;

b) una parte lfquida, de derivados arométicos conteniendo
disuelto una cierta cantidad de isémeros de hexecloriciclo-
hexano.

Cada 100 gr. de extracto gcétonico estan constituidos como
sigue:
x grs. de isémeros sélidos
y grs. de isémeros disueltos
Z grs. ae derivados aromiticos 1{fquidos
La determinacién del isémero gamma, en el extracto aceté-
nico, se efectda as{:
100 gramos del extracto se mezclan en un mortero con 70~
100 gr. de éter de petréleo (p.e. 40-50°C) de modo de romper todos
los grumos presentes y hacer una papilla homogénea. Se reintegra
por pesada de eter de petrbleo y se filtra por Buchner a la trom-
pa de vacfo (diametro 14 cm.) lavando dos veces con 10 c3. de eter
de petréleo.
Con este tratumiento, se extraen los derivados aromaficos,
con una cierta cantidad de HCH disuelta.

La porcibén sélida reunida, se seca por dos horas a 40-60°C

¥ pesada, constituye la fraccion x.-

La parte liguida reunide, viene privada de éter, y también

es secada por dos horas a 40-60°C. La pesada constituye la suma de

la fraccion y # z.

Analisis de la fraccion solida x,.

Se pasa el producto seco a una probeta de 5 ~ 7 cms. de
diametro y de 15 cms. de largo. Se agregan 60-100 partes de su pe-
so, de tolueno destilado.

La parte que no ge disuelve del tolueno, constituye casi
exclusivamente isomero elfa que se seca a estufa a 40°C por tres
horas y se le controla el punto de fusién (145°C).-~

Si tal cosa no sucede; significa que una parte del iséme-
ro gamma no ha sido extraide del tolueno y es necesario, por lo tan
to, destilar el tolueno a presién reducida, reunir el residuo con
la parte no disuelta y repetir las extracciones emplecndo una can--
tidad mayor de tolueno (70-80%).

La solucién toluénica es destilada a presidén reducida a

B.M. y al termino de la destilacidn se hace pasar una moderada co-
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rriente de aire en el liquido a través de un capilar, para transpor
tar lo méximo posible del residuo toluénico.

El aceite restante, se transporta con el maximo cuidado a
una cdpsula tarada, sirviéndose, llegado el caso, de un poco de &-

ter de petrbleo (p.e. 40~50°C),

Con el reposo, la masa aceitosa se transforma completamen
te en una masa cristalina que se transporta a un Buchner de 7 cm.
de diametro y se lava a la trompa con un poco de eter de petréleo
saturado de isomero gamma puro.

El isomero gamma remanente, se seca por dos horas a 40-
60°C. y se pesa: peso A..

Se calcula el % respecto al peso X.

Su punto de fusibén debe estar comprendido entre 85 y 110°C

Examen de la fraccién lfquida y # z

Sobre esta fraccién se determinan los isémeros totales del
HCH con el metodo de la saponificaciébn.

En un baloncito de 100-150 ml. de capacidad se colocan 1
gr. de substancia, exactamente pesada y 15 ml. de solucidén alcoho-
lica de KOH n/2 y se refluja por 15 minutos.-

Lyego se titulan los cloruros por el metodo Volhard que
Ya hemos indicado en paginas anteriores.

Se obtiene asi el peso total de la fraccién lfquida y se
obtiene por este metodo, la cantidad de HCH existente en el produc-
to primitivo al estado disuelto.-

Conociendo ya el % de isomero gamma existente en la parte
sblida (peso x) se puede calcular con una simple proporcién, el pe-
so B del isomero gamma existente en la fraccién 1fquida.-

La sume A 7 B es evidente la cantidad total del isomero
gamma contenido en 100 gr. de extracto acetdnico.

De estos datos se pasa finalmente al % de isomero conteni-

do en el producto insecticida."

METODO PROPUESTO
FUNDAMENTOS DEL KHETODO

En el curso de muchos trabajos sobre insecticidas, se pre-

senté la necesidad de conocer el contenido en isbmero gamma de los
productos obtenidos en el comercio, Al revisar la literatura exis-

tente, nos hallamos frente a la necesidad de un metodo de analisis
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que permitiera determinar en forma suficientemente exacta y senci-
lla, el tenor en isdémero gamma del HCH, con medios comunes de la-
boratorio,

Al hacer la revisién de los metodos gravimétricos, que han
sido publicados, han sido hallados tan sélo dos, que sean senci-
llos y de fécil aplicabilidad a laboratorios corrientes.

El metodo de Fontana, tiene como inconveniente, la gran
cantidad de material a emplearse. Por otra parte, si bien es cier-
to que ese es un inconveniente que se pudiera soslayar, Fontana no
indica como preparé las mezclas artificiales, que figuran en su ar
ticulo, ni tampoco los cdlculos realizados para llegar a determi-
nar ese 1% de sensibilidad, que es la exactitud con que figura el
método.- E1 método que, en cierto modo, mids se aproxime al utili-~
zado, es de Dalma-Tapia Garzén.-

Este método utiliza el mismo principio o fundamento que se
ha utilizado en nuestro caso. En primer lugar se ha necesitado ob-
tener una solucién saturada de isbémeros alfa, beta y epsilon en
alcohol isopropilico. Con dicha solucién, se lava la muestra pro-
blema. En el trabajo mencionado (60) y més adelante, haremos men-—
cién, a cémo ge prepara dicha solucién especial. Asumiendo, como
hiceron Dalma y Tapia Garzén que el producto a ensayar, al ser re-
flujado con dicha solucidn especial, sélo ;limina los demds cons-
tituyentes para la cual dicha solucidn no esté saturada, tenemos
enunciado, pero invertido, el principio del método que hemos uti-
lizado., En nuestro caso también se trabajé con una solucién isopro-
r{lica saturada, pero en isémero gamme puro.

Es evidente, y surge de la lectura de la pagina 166 de (60)
que en 1950 no se podfa obtener isémero gamma puro.-

En la preparacibén de esa solucién especial, se parte de 1
Kg.'dé HCH con 12-14% de isomero gamma y se lo refluja con medio
litro se alcohol isopropilico. Segin Dalma y Tapia Garzén, se asu-
me la prémisa que el alcohol isopropilico solo disolverd, de ese
polvo los isémeros alfa, beta y epsilén, ¥ las impurezas hiperclo-
radas y orgdnicas solamente, premisa un poco diffcil de aceptar
"a priori", pues no jebe olvidarse que el alcohol isopropflico tam-
bién tiene poder disolt¥ente selectivo para los otros isdmeros que

ya estdn presentes én el producto original.
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Por otra parte, el método de trabajo requiere llevar a cabo
un andlisis en parelelo oon una mezcla de isémeros con tenor cono-
cldo en isomero gamma. Para ello utilizaron como punto de referen-
cia, el gammahexano comercial 12-14% en gamma, lo que ya implica
una variabilidad en el contenido en gamma en una muestra testigo,
factor que puede alterar un tanto los resultados.-

Ademds, limita la aplicabilidad de ese metodo a mezclas,con
un tenor méximo de 15 % en gamma.

El metodo que hemos usado en la determinacién del isdémero
gamma del HCH, se basa en la utilizacién del siguiente principio:
una mezcla de isSmeros, en contacto con una solucion, saturada pa-
ra uno de ellos, permite la disolucién de todos los demds, excep
tuando aquel para la cual estd saturada la solucién con que hemos
actuado.~-

Si tenemos une mezcla habitual de isomeros o una de isdumero
gamma en un vehiculo inerte o una mezcla de insecticidas como diel-
drfn, DDT o cualquier otro que incluya isomeros gamma y la digeri-
mos con una solucién saturada de isdémero gamma en alcohol isopro-
pi{lico, saturada a 20°C, esta solucidén disolverd de toda la mues-
tra, aquellos elementos para los cuales no estd saturada. Al calen-
tar la solucibn saturada en contacto con la muestra problema, esta
es disuelta totalmente en caliente, pero al enfriar, se formard un
precipitado, Este precipitado, a temperatura ambiente, estard cons-
tituido, casi exclusivamente, por isémero gemma, y demds productos
insolubles.-

Separando este precipitado por filtracibén, es sometido a un
proceso g€ desecacidén y luego pesado. Se anota con cuidado dicha
medicién y luego de transladado cuantitativamente, es sometido a
un segundo reflujedo, esta vez con el mismo solvente, pero puro,lo
que provocard la disolucién de todo ¢l isémero gamma, Por diferen-
cia de peso, obtendremos la cantidad de este isémero presente en
la muestra, y por un simple cdlculo, el porcentaje en la muestra
total.-~

Con respecto a la aplicacién de un mét .do de esta naturaleza,
hay un solo antecedente. Esta dnica referencia, son los resultados
hallados por K.Schwabe y H.Sieber (62) utilizando el mismo princi-

pio. Segin dicha informacién los isomeros del HCH, cada uno, se di-

suelven, en Cl4C, C6H6 y acetona, independientemente, de si el sol-
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vente estd ya saturado con otro isémero y en la misma proporcién
que en el solvente puro, Dichos autores llevaron a cabo pruebas

de la misma maturaleza que la propuesta, con los solventes mencio-
nados y hallaron resultados satisfactorios.-

A fin de constatar la exactitud de dicho principio y su apli-
cabilidad, a mezclas, se procedié a preparar mezclas artificiales
con valores conocidos y sucesivamente crecientes de isomero gamma,

Las mezclas artificieles que se utilizaron, fueron de dos
tipos: una estaba constituidea por una mezcla de los isémeros ento-
moldgicamente cuasi-inactivos con gamma en diversas proporciones
¥y el otro tipo ge prepard con isémero gamma puro, con talco como
diluyente inerte.

Con tal objeto hubo necesidad de obtener isémeros alfa, beta,
delta y gamma puraos. Los tres primeros se obtuvieron partiendo del
gammahexano comercial (12-14% en gemma). A este producto se lo so-
metid a diversas pruebas con objeto qe constatar su pureza. Obteni~
do este dato, se procedié, por cristalizaciones fraccionadas, a se~
parar los isémeros. Las mezclas de isémero gamme puro, con talco,
fueron llevadas a cabo con Lindane 99-100%, cuya pureza se consta-
t4 por determinacidn de cloruros por el metodo de Volhard., y pun-
tos de fusion.-

En definitiva, la parte experimental, que es la que pasare-~
mos a informar a continuacién, esta constituida por cinco capitu-

los:

I) ~ Determinacién de las caracteristicas del gsmmahexa-
no 12-14 %.-

II) -~ Separacibn y determinacién de los isbmeros que com-
ponen la mezcla anterior. Determinacién de sus res-
pectivos puntos de fusiébn.-

III) - Purificacién de Lindane 99-100%. Determinacién de su
pureza por determinacién de su punto de fusién y por
determinacién de cloruros

IV) - Preparacién de las mezclas artificiales.

V) - Ensayos con mezclas artificiales.
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DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DEL GAMMAHEXANO 12-14%

Determinacion de la acidez (caluculada en HC1l %)

Se colocaron, en un embudo de decantacién, tipo Squibb, 5
gramos perfectamente pesados de muestra; se agregaron 100 ml.de -
benceno puro Merck. Se agité intensamente, con objeto de disolver
la muestra, Obtenido ésto, se agregaron, sucesivamente, 3 porcio-
nes de 10 ml, cada una, aproximademente, de agua destilada, previa-
mente neutralizaeda, usando fenolftaleina como indicador. A cada a-
gregado ae 10 ml.,, se aglta vigorosamente, durante un minuto y lue-
g0 se deja decantar las dos capas, esperando que la interfase sea
nitida. Se evacda la capa acuosa en un erlenmeyer de 250 ml. Se re-
pite el mismo procedimiento con cada una de las tres fracciones de
10 ml, y las tres fracciones, reunidas, son tituladas con OHNa 0.0l
N.- utilizando fenolftale{na como indicador.-

Se llevaron a cabo, tres determinaciones de acidez en la mues
tra de gemmahexano que utilizamos. Los consumos de OHNa, fueron en

cada caso, los siguientes:

ler. ensayo: 11.00 ml 20.ensayo: 11,00 ml 3er.ensayo: 10,50ml.
Para calcular el porcentaje de acidez, expresada en acido
clorhidrico, se hace uso de esta formula:
Acidez calculada en acido clorhidrico (%)

ml, de OHNa 0,01 N consumidos x 0.0365
peso de la muestra

Aplicada a nuestro caso particular,obtenemos en el primer en-
11.00 m1 _x 0,0365
5 g.

: 0.8 % en el segundo ensayo: el mis-

10,50 m1, x 0,0365
5 &

sayo

:0.7%

mo valor:0.8% y en el tercer ensayo

0 sea que obtuvimos tres valores 0.8; 0.8 y 0.7% que promediados
dan 0.76.
Tomamos por tanto, como valor de acidez para nuestra muestra

0.76

Determinacién de substancias insolubles en acetona

Se llevaron a cabo tres determinaciones de este naturaleza.
En cada une de ellas, se pesaron 5 g, de muestra y se la introdujo
en un erlenmeyer de 500 ml. de gollete pulido. Se agregaron 150 ml.
de acetona pura 99-100% Atanor para uso tecnico, Se solubiliza a
reflujo durante treinta minutos. Se filtra a traves ae un crisol de

vidrio de fondo poroso, previamente tarado. El precipitado que puede
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quedar en el crisol es lavado con 10 ml, de acetona fria. Se pasa
el crisol a la estufa de 110°C, durante media hora. Luego se enfria
y se pesa nuevamente, Por diferencia y c<lculo, hallamos el porcen--

taje de substaneias insolubles en acetona.

la.determinacién 2a. det. 3a.det.

Peso crisol 7 insoluble 32.530 32.528 32.532
Peso gel crisol 32,480 32.480 32.480
Peso del insoluble 0.050 0,048 0.052

Reproducimos a continuacién los célculos realizados; la férmu-
la utilizada es la siguiente:

peso obtenido
peso de la muestra

insoluble(%) = x 100

En el primer caso obtenemos:

- 0,050
insoluble(%) = 5000 * 100 = 1,00%
En el segundo caso:

0,048
Insoluble(%) = 5000 X 100 = 0.96 %
En el tercer caso
. 0,052 _
insoluble(%) = 5 Coo X 100 = 1.,04%

En definitiva, promediando los resultados hallados, obtenemos que

las substancias insolubles en acetona, alcanzan al

l %

Determinacién del contenido en agua:

Se llevaron a cabo, tres determinaciones de esta naturaleza.
En cada caso, se disolvid 2 g, de la muestra con 50 ml, de alcohol
met{lico puro anhidro Merck, en un baloncito de 250 de gollete pu-~
lido. Se reflujé, utilizando un refrigerante que se adosa perfecta-
mente al balon y que, por el otro extremo, estaba unido a un tubo
en U, lleno del Cl2Ca granulado, con objeto 4e evitar que ingresa-
ra, al sistema, aire himedo. Luego de enfriada la solucién, se ti-
tula con el reactivo de Fischer, hasta que el color amarillo pase
a marron persistente. Anotar el consumo ("a" ml.) Se efectua, una
valorizacién de retorno de los 50 ml.'de metanol ("b" ml.) valor
que debe restarse del valor original (titulacién del testigo).Cada
ml, del reactivo equivale a 5 mgr. de agua;

La formula aplicada es la siguiente:

(a-b) x 0.5 mer.
Agua(%) = peso de la muestra x 100
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Los valores de "a" obtenidos en las tres titulaciones son:
10.80- 10,40~ 10.80

y el valor de "b" es 6 ml.

Con estos valores los resultados obtenidos son:
(10.80 - 6) x 0.5

Agua(%) = > x 100 = 1.20%
. (10.40 - g) x 0.5 L 100 =1.10%
= (10.80 - g) X 0:5 +100 = 1.20%

O sea que las determinaciones de contenido de agua, en el HCH con
12-14% de contenido en gamma, han dado los siguientes resultados
(%)

1,20 - 1,10 - 1,20 Promedio = 1.16%
Haciendo un resumen de las determinaciones hechas sobre el gamma-
hexane, diremos que los valores de acidez, materias insolubles en
acetona y contenido en agua, hacen que la muestra se ajuste a las

normas OSM.

Valores hallados en determinaciones Promedio

Acidez expresada en HC1(%) 0.8 0.8 0.7 0.76
Substancias insolubles en 1.00 0.96 1.04 1.00
acetona(%)

Agua(%) 1.20 1.10 1.20 1.16

SEPARACION DE LOS ISOMEROS QUE COMPONEN LAS MEZCLA ANTERIOR.
DETERMINACION DE SUS RESPECTIVOS PUNTOS DE FUSION,-

Para la obtencién de los isémeros en estado qe pureza, se pe-
saron, aproximadamente, 1Kg. de HCH al 12-14% de contenido en gam-
ma, que fueron tratados con 2 lts. de metanol puro anhidro Merck.
Se colocaron en un cristalizador 25 cms. de diametro.-

En el metanol, los isémeros alfa y beta son relativamente in-
solubles, Por 1lo ;anto, al separar las dos fases, queda, por un la-
do, un residuo sélido y por el otro la solucién.-

Esta solucién, que contiene los isémeros gamma y delta, y muy
poco qe los isémeros alfa y beta, es filtrada a través de un cri-
sol de vidrio de fondo poroso, en Kitasato ge 500 ml. Tenemos por
lo tanto separadas las dos fases,-

Filtrada la solucién, se la coloca en cristalizador y se la

deja evaporar lentamente al ambiente. Esta evaporacién, provoca
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una precipitacién de cristales de isémero gamma, précticamente pu-
ro. Se separé este isémero del resto de las aguas madres, por fil-
tracibn a través de un crisol de vidrio de fondo poroso. El soli-
do, fue redisuelto en 500 ml., de alcohol metilico anhidro y se vol
vié a recristalizar, separando nuevamente por filtracién, a las a-
guas madres, que se volvieron a unir a las anteriores, Estas aguas
madres, son reevaporadas en el cristalizador y se obtiene une mez-
cla de cristales que contienen una buena cantidad de isdémero del-
ta, muy poco de gamma y una traza de beta. Esta mezcla de cristales,
fué tratada, y sucesivamente redisuelta y cristalizada, con 200 ml.
de metanol, éter de petréleo (punto de ebullicién 60-809C) y tetra
cloruro de carbono. Se obtuvo as{, una pequefla cantidad de isomero
delta puro. Se descartaron las agua madres.

El residuo sélido, de la primera disolucién en metanol,con-
tiene fundamentalmenve isémero alfe y beta. Basado en la baja so-
lubilidad del isdémero beta en la casi mayoria de los solventes,pue
de separarse este isémero.-

Se tratdé este resto con 1 1t. de tolueno puro, y por otra
serie de cristalizaciones, se obtuvieron los isomeros alfa y beta
separados.

Si bien es cierto que el isémero gamma obtenido en este ca-
pitulo, no fué utilizado en la preperacibén de las mezclas artifi-
ciales de que trata el capitulo IV, d4 une idea de la pureza obte-
nida, el hecho de que su punto de fusidén es ae 112°1 C y el obteni-
do para el isomero gamma obtenido por recristalizacién en acetona
del lindane 99-100%, es de 112°2 C, todos determinados por el mets-—
do del tubo capilar.

La determinacién de los puntos de fusién de los isdémeros ob-
tenidos, fué tomado con f{ndice de pureza de los mismos. Los resul-

tados obtenidos son:

Isbmero Punto de Fusién °C.
alfa 157.5
beta 196.0
gamma 112,.1
delta 139.0

Como consecuencia de esta serie de recristalizaciones, se ob-
tuvieron, aproximadamente, las siguientes cantideoes de isémeros.

alfa: 400 gramos beta: 60 gramos delta: 40 gramos
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PURIFICACION DEL LINDANE 99-100%. DETERMINACION DE SU PUREZA POR
DETERMINACION PUNTOS DE FUSION Y DE CONTENIDO EN HCH POR DEHIDRO-
CLORACION.~

Para la obtencién del isémero gamma, en estado de pureza,se

procedié em un todo de acuerdo con las directivas indicadas en el
capitulo I de la parte experimentel.-

En un erlenmeyer de 500 ml, de gollete pulido, se colocaron
250 gr., aproximadamente de lindane 99-100%. Se disolvié, en calien
te y a reflujo, utilizando un refrigerante que ajuste con el erle-
menyer; como solvente, se utilizaron 100 ml, de acetona técnica.
Enfriada la solucidén, fué transladada a un cristalizador y se dejé
evaporador el solvente, lo que produjo la cristalizacién del iséme
ro gamma puro, Estos cristales, fueron nuevamente redisueltos,ésta
vez en 50 ml. de acetona téenica y vueltos a recristalizar. Se pro-
cedib, como 4ntes, a separar la acetona por filtracién y el isémero
gamma puro, mojado, obtenido fué colocado sobre un papel filtro de
25 cm. de didmetro y dejado secar.-

Esta operacién se repitid, tres veces y se obtuvieron 300 g.
de lindane 100% refinado.

Se determind, con &sta muestra, su punto de fusién por el mé-
todo del tubo capilar, y se lo compard con el wlor obtenido antes
de las cristalizaciones. Evidentemente hubo diferencia, y los valo-
res obtenidos son:

Antes de la cristalizacién: 111°8 C.
despds de la cristalizacidén: 112°2C.

Posteriormente, para constatar la pureza del HCH 100%, se so-
metié a la misma muestra a la determinacién de porcentaje de HCH p
por dehidrocloracién y determinacién de Cloruros por el metodo Vol-
hard. Y ge efectué la misme operacién con la producto crudo y se
compararon los resultados.-

REACTIVOS: Alumbre de hierro amoniacal puro.Thomas Tyere(England)

Tiocianato de amonio, cristal, Baker(U.S.A.)

Hidroxido de sodio,en grajeas, Merck(Alemania)

Nitrato de Plata, cristal, puro, Anedra(I.A.)

Alcohol etflico puro de 96° (I.A.)

Solucién de OHNa en alcohol et{lico, aproximadamente O.5N
Disolver 20 gr. de hidréxido de sodio en un li-
tro de alcohol etflico. A tal fin, se colocan
los 20 g, en un matraz de 1 1t. y se las cubre
con 150 ml. de alcohol dejandolo en maceracidn
y disgregecién completa durante toda la nocke
Al dfa siguiente, se completa a volumen ¥ se

horiogeinizas
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Acido Nftrico 1:3

Disolver 250 ml., de acido nftrico concentra-
do Merck (I.A) con 3 volumenes de agua desti-
lada (750 ml.)

Solucién de nitrato de plata 0.1 N
Disolver 16,980 gramos de droga en 1 lt. de
agua destilada. Standardizar por precipita-
cién con un ligero exceso de HCl diluido y
pesar como ClAg. F:1.,00

Solucién de tiocianato de amonio 0,1 N.
Disolver T7.611 g, de droga por litro de solu-
c¢ién, Standardizar contra el nitrato de pla-
ta 0,1 N utilizando, como indicador, la solu-
cién de alumbre férrico. F:1,00

Indicedor:
Disolver 10gr. de alumbre férrico amébénico, en
alrededor de 50 ml, de gua destilada, filtrar
decolorar con 1 ml, de NO3H concentrado y lle
var a 100 ml. con agua destilada.

Nitrobenceno, puro, comercial (mononitro)

MATERIAL:

Erlenmeyers de 250 ml. de gollete pulido, con tapén

Perlas de vidrio

Refrigerante, adaptable a los erlenmeyers.

Pipeta volumétrice de 25 nl.

Bureta de 25ml. graduada al décimo.

TECNICA:

Se llevaron a cabo 6 determinaciones de dehidrocloracién.,
Tres de ellas con el producto crudo y tres con el refinado.

Se pesan 0,1 g. de muestra y se los coloca én el erlenmeyer.,
Se agregan 3 o 4 perlas de vidrio y 15 ml., de solucién alcoholica
de OHNa. Se refluja durante 50 minutos. Se enfria el frasco y las
paredes aon lavadas con un poco de agua destilada., Se agrega una
gota de fenolftalefna y se acidifica la mezcla, con acido nftrico
1l:3. Se agregan con la pipeta, 25 ml., de solucién de nitrato de
plata 0,1 N; 3 ml., de solucibn de alumbre férrico y 5 ml., de nitro
benceno,
Tapbénese el erlenmeyer y agftese para coagular el ClAg; el exceso
de ién plata, es titulado de retorno con tiocianato de amonio 0.1N.

La formula que se aplicd en todos los casos es ésta:

(a-b)ml x 0,9696
peso de la muestra

HCH total(%) =

en la que "a" es el nimero de ml, de solucién de nitrato de
plata agregados y "b" es nidmero de ml. de solucidén de tiocianato

gastados en el retorno.
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Los valores de "a" y "b" obtenidos son:

"a" en todos los casos 25 ml.
wpn 14.80-14.70 y 14,70 para el producto crudo
14.60~14.60 y 14.70 para el producto refinado

CALCULOS: Para el producto crudo, la diferencia (a - b) tiene es—
tos valores,
10.20 - 10.30 - 10,30 ml.
10,20 x 0.9696

HCH(%) total : 51 = 98,89%
, 10,30 Oxl 0.9696 _ 99.86%
: lO.J}O Ofl 009696 = 99.8670

Promedio para la muestra cruda, de HCH total 99,5%

Para el producto refinado, la diferencia (a-b) tiene estos valores

10.40 - 10,40 - 10,30

HCH(%) total : 5T = 100.83%
. 10,40 x 0.9696 _
: o = 100.83%
, 10.30 x 0.9696 _ 99.86%

0.1
Promedio de HCH total para la muestra refinada: 100,5%

Este valor elevado, aparentemente, sobre lo normal, se ha encontra-
do en todos los casos en gque se ha aplicado el metodo Volhard a in-
secticidas clorados, en su valoracién por <eiicrocloracidn. Asi,
por ejemplo, en valoraclones de DDT, siempre los valores hallaaos
fueron superiores a los resales,

Esta aparente anomalfa, también fue hallada por J.B.La Clair
(36) quien encontré§ para determinaciones con mezclas artificiales
que, sobre un contenido teérico de 100%, £ hallé 100,46%

Resumiendo, se prepard isémero gamma puro, a partir de un
producto crudo de 99-100% de contenido. Hemos encontrado que hubo
diferencias entre los puntos de fusién del crudo y el refinado. Y
ademds, es evidente que la purificacibén eleva el contenido de isé-
mero gamma, por eliminacién de impurezas,
P.EPARACION DE LAS MEZCLAS ARTIFICIALES

Para la preparacién de éstas mezclas artificiales, vamos a u-

tilizar, como substancias de referencia, los isémeros obtenidos en

los capftulos II y III de la parte experimental,
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Las mezclas artificiales que hemos preparado y utilizado, son
de dos tipos: una de isémeros puros entre s{ y otra de isémero gam-
ma puro con talco.

Los isémeros alfa, beta y delta del capftulo II, se pulveriza-
ron perfectamente, con objeto je obtener una mezcla homogénea, que
denominaremos "mezcla bdsica". Esta fué preparada,teniendo en cuen-
ta, las proporciones que habitualmente tienen las mezclas comercia-
les. En ellas, la proporcién del isémero alfa, es generalmente la
mayor.

Con qbjeto de que las mezclas artificiales que vayamos prepa-
rando se asemejen, dentro de los posible a les mezclas comunes del

comerclo, se utilizaron las siguientes proporciones:

alfa 80 % beta 12 % delta 8 %

Los isémeros puros obtenidos como indica el capitulo II, fue-

ron pesados y mezclados de este modo:

isémero alfa 400 gr. isémero beta 60gr. Isémero delta 40grs -
Es mezcla fue pulverizada a mortero, de modo ze obtener un fino pol-
vo granuloso.

Anhora bién, como el isbémero gamma, es el que queremos determi-
nar en este trabajo, se prepararon mezclas en que la proporcién del
mismo fué variando; as{, por ejemplo, en la mezcla de 5% se utiliza-
ron, cada ves, 9.500 g de la mezcla bdsica y 0.500 g. de isdmero
gamma puro., En la del 10% se utilizaron 9,000 gr. de mezcla basica
¥ 1.000 gramos de isémero gamma puro. Y as{ sucesivamente.-—

El isémero gamma utilizado en la preparacién de éstas mezclas
artificiales, es el obtenido en el capitulo III.-

El segundo tipo de mezclas, fué preparado, eon isémero gamma
puro, mezclado en talco industrial Iggam perfectamente pulverizado
y molide.

As{ como en el caso anterior, el porcentaje de isomero gamma, fué
variando.

As{, por ejemplo, para preparar una mezcla del 15% de isémero
gamma en telco, se utilizaron 8.500 g. de talco y 1,500 g. de isdéme-
ro gamma. Del mismo modo, una mezcla de talco al 20%, utilizé 8.000
gr. ¥y 2.000 gr. respectivamente, cada vez.

En consecuencia, ya tenemos preparadas, las mezclas con las
que vamos & realizar las experiencias, para constatar las exactitud

del metodo propuesto.-
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ENSAYOS CON MEZCLAS ARTIFICIALES

MATERTAL NECESARIO

REACTIVOS

Erlenmeyer de 500 ml. de boca esmerilada

Refrigerante a reflujo con borde esmerilado(adapta-
ble al anterior).

Cristalizadores de 6 cm. de diametro
Pipeta de 2 ml.

Crisol de vidrio de fondo poroso
Kitasato de 500 ml.

Trompa de agua.

Isémero gamma del HCH(lindane 99-100%)

Alcohol isopropilico Atanor

Titulo minimo 98%

Densidad(20/20):0.792-086

Color maximo: 10 Ap.h.a.

Intervalo de destilacién segun normas I.R.A.M.(1038)

vy A.S.T.M. 268/46:
80°C méximo :5%(v/v)
84°C m{nimo:90%(v/v)

Residuo a 105°C: maximo 0.005% (p/v)

Acidez, expresada en dcido acético, gramos %:0.0L(p/v)

Conteniao en agua:miscible,sin enturbiamiento,con 19
voldmenes de nafta ae P.E.(20/20)
0.694-0,695 ade intervalo de destila
cibén 60-90°C.

Acetona Atanor

Titulo mfnimo: 99%(p/p)

Densidad (20/20): 0,791-0.793

Color maximo: 10 A.p.h.a

Destilaciédn:

550C mdximo: 5%(v/v)
57°C winimo:90%(v/v)

Acidez en 4cido acético(%) gramos: 0.01

Residuo: 0.005%(p/v)

Contenido en agua:miscible, sin enturbiamiento,con 19
volumenes de nafta de P.E.(20/20)
0.694-0.695 de intervalo de desti-
lacién, 60-90°C.

Solucién saturada de isémero gamma en alcohol isopropi-
lico.
Pésense 50 gr. de lindane y trdteselos a reflujo,con
200 ml, de alcohol isopropilico en erlenmeyer de 500
ml. La solucidén, se deja enfriar, a temperatura ambien
te, de donde se van desprendiendo, gradualmente,cris-
tales de isfmero gamma. Se deja enfriar varias horas
¥y luego se filtra a la trompa, obteniéndose una solu-
cién saturada de isémero gamma en alcohol isopropf{li-
CO.—
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TECNICA
Se pesan 10 gramos de muestra. Se los colocan en el erlen

meyer de 500 ml, y se agregan 200 ml. de soluciédn saturada de isé-
mero gamma en alcohol isopropilico. Se refluja hasta total solubi-
lizacién. Se deja enfriar, y luego, 8l desconectar el refrigerante
se tapa el erlenmeyer y se lo coloca en un bafio ge agua (puede ser
de agua corriente) a 20°C, el tiempo necesario para que el erlenme
yer adquiera esa temperatura (generalmente 1 hora.) Se riltra a la
trompa y se lava el precipitado, con la solucién saturada de iséme-
ro gamma en alcohol isopropflico, dos veces, con 2 ml., cada vez de
solucién. Se escurre lo més completamente posible a la trompa. Se
deja secar el resfduo (preferiblemente a la estufa a 40°C) y luego
se lo transporta a un cristalizador tarado. Los restos que hayan
quedado en el crisol de vidrio de fondo poroso, se pasan con faci-
lidad al cristalizador, lavando con cuidado, con algunos ml. de a-
cetona. Se deja evaporar completamente la acetona a temperatura
ambiente. De preferencia, también, se puede secar a la estufa,con
cuidados. Ademds, téngase presente que el HCH tiene tendencia a es-
currirse por las paredes, por lo que deben usarse, siempre, crista-
lizadores de paredes altas. Se pesa y anota con cuidado esa deter-
minacién: pesada A,

Se pasa cuantitativamente todo el residuo que se tenge en
el cristalizador al mismo erlenmeyer; Este residuo es sometido a
una segunda digestién con alcohol isopropflico puro, Se deja en-
friar, y luego al desconectar el refrigerante, se tapa el erlenme-
yer y se lo coloca en bafio de agua (puede ser de agua corriente)a
20°C. el tiempo necesario para que el erlenmeyer adquiera esa tem-
peratura (generalmente una hora). Se filtra a la trompa y se lava
el precipitado con alcohol isopropilico puro, dos veces, con 2 ml.
cada vez. de alcohol isopropilico. Se escurre lo mas completamente
posible a la trompa. Se deja secar el resf{duo (preferiblemente a
la estufa a 40°C) y luego se lo transporta al mismo cristalizador
tarado donde se hizo la primer medida.

Los restos que hayan quedado en el cristalizador de fondo
poroso, se pasan con facilidad, lavando con cuidado con algunos ml.
de acetona., Estos lavados también se pasan al cristalizador taradc.
Se deja evaporar la acetona completamente a temperatura ambierte
(aunque también puede ser llevada a cabo esta operaci’n, en esiufe

con cuidados). Se vuelve a pesar el cristalizador. Pesada B.
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Por diferencia de pesada, obtenemos el peso del isomero

gamma, existente en la muestra y por un simple calculo, pasamos al
porcentaje.
Para calcular dicho porcentaje, se utiliza esta formula:

Pesadas(A-B)grs.
peso de la muestra

Porcentaje de isomero gamme en le muestra: x100

Daremos  continuacién, algunos resultados obtenidos al
aplicar éste método a varias muestras artificiales, con distintas
proporciones de isémero gamma. E1 detalle completo de todas las
determinaciones y resultados obtenidos, figuran en las tablas que
siguen a continuacién.-

Trabajando con mezclas artificiales de isémeros con un
contenido de isomero gamma ae ;QZ_ conocido a priori, y con 10 gre-

mos de muestra obtuvimos los siguientes resultados:

Pesadas A 26,069 g 29.122 g 27.461 g
Pesadas B 25,116 g 28.174 g 26.513 g
Pesada(A-B) 0.953 ¢ 0.948 0.948
Calculo % 0.95]3-}01( 100 = 9.53 %
0.948 x 100 _
0.948 x 100 _
o = 9.48 %

Trabajando con mezclas artificiales de isémeros con un
contenido de isomero gamma de 20%, conocido a priori, y con 10 gr.

ae muestra, obtuvimos los siguientes resultados:

Pesadas A 27.020 30,092 28.401
Pesadas B 25,124 28.187 26.513
Pesada(A-B) 1.096 ¢ 1.905 g 1.888 g
Porciento 18.96 19.05 18.88

Trabajando en mezclas artificiales de isdmeros con un conte-
nido en isomero gamma de 35% conocido & priori, y con 10 gramos,

de muestra, obtuvimos los siguientes resultados:

Pesadas A 28,447 31.502 29.844
Pesadas B 25,115 28.177 26,512
Pesadas(A~B) 3.332 3.325 3.332
Porciento 33.32 33.25 33.32

Trabajando con mezclas artificiales de isémero gamma con tal-
co, con un contenido en isémero gamma de 15 % y con 10 gremos de

muestra, obtuvimos los siguientes resultados:
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Pesadas A 37.986 40,416 38.834
Pesadas B 36,534 38.964 37.386
Pesadas A-B 1.452 g l.452 g 1.448 g.
Porciento 14,52 14.52 14.48

Trabajando con mezclas artificiales de isémero gauma con tal--
co, con un contenido en isémero gamma de 25 %, conocido a priori,

¥y con 10 gramos de muestra, obtuvimos los siguientes resultados:

Pesadas A 38.356 41.156 39.765
Pesadas B 35,936 38.736 37.343
Pesadas A-B 2.420 2.420 2.422
Porciento 24,20 24,20 24,22

Trabajando con mezclas artificiales de isémero gamma con tal-
co, con un contenido en isomero gamma de 40 % conocido a priori,

y con 10 gramos, de muestra, obtuvimos los siguientes resultados:

Pesadas A 35.186 39.401 38.188
Pesadas B 31.314 35.523 34,312
Pesadas A-B 30872 30878 3.876
Porciento 38.72 38.78 38.76

RESULTADOS OBTENIDOS CON MEZCLAS SINTETICAS DE ISOMEROS CON PRO-
PORCION OVIBLE DE GAMA

Proporcion conocida Determinada Promedio Desviacion Desviacion
Absoluta Promedio
% % % % %

4.78
5 4.73 4.75 -0.25 5400
4.74

9.53
10 9.48 9.49 -0.51 5.10
9-4’8

14.30
15 14,20 14.25 =0.75 5.00
14.26

18.96
18.88

23.60
25 23078 23.73 —1.27 5008
23.82

28.43
28.58




33.32
35 33.25 33.29 -1.71 4.88
33.32

37.95
38.06

42,63
42.68

47.42
50 47.36 47.36 -2.64 5.28
47.30

52.15
55 52.13 52.12 -2.88 5.23
52.08

60 56.80 56.83 -3.17 5.27
56.86

65 61.65 6168 -3.32 5.10
61.70

APLICACION SOBRE WEZCLAS HABITUALES DE COLERCIO RCTULADAS CON
12-14% DE CONTENIDO EN GAIIA:

12.55
12-14 12.78 12.68 #0.68 5.66
12.75

La desviacién absoluta y la desviacién promedio, fueron calcula-
dos sobre la base de un contenido de 12% en gamma., El alto prome-
dio de desviacién, 5.66, el mas alto de toda la serie, indica que
el calculo debe hace_se sobre un tenor en gamma superior al 12%,-

RESULTADOS OBTENIDOS CON MEZCLAS SINTETICAS DE ISOMERO GAinsA CON
TALCO

Proporcion conocida Detecrminada Promedio Desviacion Desviacion
absoluta Promedio

% % % % 7
4.80

5 4.84 £.82 -0.18 3.60
4.84
9.74

10 9.68 9.71 -0.29 2.90

9.72
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14.52
14,48

19.34
19.30

24.20
25 24.20 24.20 -0.80 3.20
24.22

29.06
30 29.08 29.07 ~0.93 3.10
29.08

33.91
35 33.95 33.93 -1.07 3.05
33.95

38,72
40 38.78 38.75 -1.25 3.12
38.76

43.54
45 43450 43.54  -1.46 3.22
43.58

48.46
50 48.44 48,44  -1.56 3.12
48.44

53.30
55 53.26 53.27 -1.73 3.14
53.25

58.10
60 58.12 58.10 -1.90 3.16
58.10

63.01
65 62+95 63.00 -2.,00 3.07

67.84
70 67.84 67.82 -2.18 3.10
67.78

TABLA DE SOLUBILIDADES TE LOS DIVERSOS ISOMEROS EXPRESADA EN GiA-
MOS POR 100 GRAMOS DE SOLVYNTE A 20°C

ISOMEROS

Solvente alfa beta gamma deltea epsilon
Acetona 14.10 7.90 56.00 85,00 33.20
Acetato de Etilo 12,50 5.90 46.30 T75.50 24.50
Acetato de Metilo(99%) 24,50
Dioxano 21,60
Tolueno 9.89 2s15 39.00 T1.20 15.80
Benceno 11,30 1.12 3.37 46.20 14.60

Alcohol etilico Abs,. 250 0.93 6,70 31.20 4,20
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Alcohol metilico 2,35 1,63 T.99 35.90 3.70
Dicloruro de Propileno T7.10 0.32 20,00 22.20 3,34
Eter etilico (anh.) 5.56. 0.3 19,20 21,00 3,00
Alcohol butilico (n.) 4,20
Dicloruro etilideno 4,90 0.71 16.50 14,10 2.40
Alcohol isopropilico(Abs) 6,00 4,00 2.88 21.75 2,00
Cloroformo 4,80 0,17 25.20 14.30 2.00
Tricloroetileno 3.84 0.30 17.24 8.32 1.30
Eter isopropilico 2,60 0.17 6.50 10,40 1,30
Ciclohexano 0.60
Percloroetilene 2.90 0.09 7.90 4,00 0.60
Tetracloruro de Carbono 1.83 0.30 T.17 3.73 0.50
BEter Petroleo(60-90°C) 1.01 0.20 2.77 1.83 0.,40
Eter Petroleo(40-60°C) 0.87 0.10 2.50 1,70 0.32
Pentano 0.20
Sulfuro de Carbono 0.058 0.0007 0.1995 0.095 00,0125

COMPARACION CON OTROS IMSTODOS—CONCLUSIONES

Del estudio de toaos los detalles anteriormente indicados,

surge la sencillez y aplicabilidad de este metodo.

Es evidente que,de todos los métodos detalludos, se destaca
éste por su sencillez. En la mayor{a de toaos los métodos indica-
dos son anterioridad, se puede observar que el aparataje necesario
para poder realizarlos, estd fuera del alcance delos laboratorios
comunes. El manipuleo de isétopos, espectrofotbmetros, polardgra-
fos, no constituyen actividad habitual de los'laboratorios, y mas
ain, estdn lejos de constituir el material corriente en los labora-
torios de las fébricas de productos insecticidas. Estos laborato-
rios, son generalmente sencillos y pequefios, y no poseen en conse-
cuencia, material especial como el indicado. Para ellos, por su a-
parataje comin (erlenmeyers, refrigerantes, trompas de agua, etc.)
se aplica con facilidad.

Ademds, en el algunos otros métodos, se requieren drogas gue
no sc¢ consiguen con facilidad y en forma permanente en nuestra pla-
za, con lo que la realizacidén de los mismos estd sujeta a factores
completamente circunstanciales, ajenos a los laboratorios propia-
mente dichos.- 0

De la lectura de los resultados obtenidos, surge un error -
sistemdtico, por defecto, que se propaga en forma constante por to-
do el desarrollo del mismo. Dada la constancia del mismo, se conzlu-

ye que es més bien gribuible al observador mismo, por razones de

nanipuleo.-

L
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El trabajo efectivo que requiere caqa determinacién en s{, es
Pequeiio, con lo que se infiere que ladeterminacidén del isdémero
gamma del HCH por éste método, puede ser realizada a la par de
otras tareas de laboratorio, sin interferir con el desarrollo de
las mismas.-
Ademds, si se dispone de suficiente material, pueden realizars

se un elevado numero de anélisis, pues en caso de trabajos en se-

rie, cada determinacién en sf, no ge molesta con las otras.

Un anélisis comenzado en un dfa determinado, puede ser finali-
zado en la mafiana ael dfa subsiguiente. O sea que, como los inso-
lubles es preferible dejarlos gecar a Temperaturas ambientes,con-
viene dejar las pesadas para la maflana siguiente. Y como son dos,
los insolubles a pesar, recién en la mafiana del dfa subsiguiente
pueden tenerse los resultados.-

De acuerdo al diagrama de tiabajo, puede iniciarse el trabajo
en la tarde de un dfa determinado y terminarse 36 horas despues.
Pero, si se utiliza con cuidado, la estufa a 40°C para el evapora-
do y secado, un andlisis puede concluirse en el dia.-

En cuanto a la sensibilidad del mismo, se lo ha cotejado con
los valores hallados por otros investigadores en sus propios meto-
dos.

Desde que el metodo espectrofotométrico es empfrico, como cual-
quier otro que emplée curvas de trabajo, su error es muy pequefio,
dependizndo fundamentalmente su exactitud, de los datos de cali-
bracién y por lo tanto de las curvas de trabajo. Por esta circuns-
tancia, al trabajar con mezclas de tenor conocidao en isémero gamma,
el error hallado es de # 0,56 % que habla muy en claro de la exac—
titud de este metodo.-

El metodo por gehidrocloracién parcial, que es, dentro de la
lista de los indicados el método que més se aproxima al metodo gra
vimetrico por mi empleado, por su sencillez, tiene una sensibili-
dad variable que esta dentro del 5%.-~

El cromatogréfico, también proporciona resultados satisfacto-

rios, a pesar de su manipuleo, estimdndose en 1% su exactitud, ha-
l1lado con mezclas artificialess”

El crioscédpico, que tiene como principal inconveniente la nece-
sidad de una cantidad determinada de isomero gamma puro, halla va-

lores por exceso, siendo su exactitud de alrededor ael 3%.-
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De este mismo orden es el error del metodo polarogrdfico, ha-
biénaose hallado, al actuar con mezclas artificiales experimenta-
les valores de error que oscilaban entre 1,8 y 3% -

Los metodos colorimétricos, como ge ha visto, someten a la —
muestra a un excesivo manipuleo. Naturalmente, como éste metodo re
cién estd en sus comienzos, el ajuste de sus principios, hard que
los valores por exceso, observados, se corrijan, La exactitud de
este metodo, a pesar de estos detalles es buena (5%)

El metodo biologico, dada la cantidad de factores de orden es-
tedistico que intervienen, no produce resultados concordantes. Si
bien es cierto que se podria decir que un insecticida se mide por
su accién letal, el metodo biolégico, no estd dentro de las posi-
bilidades de un quimico sin preparacién especial.-

El metodo por dilucidén con isétopos, no creemos que esté al al-
cance de muchos laboratorios, en nuestro pais, actualmente. En los
Estados Unidos, dada la facilidades materiales, éste método ha si-
do aplicado extensivamente y se ha encontrado valores muy buenos,
estimdndose en 0.15 su valor porcentual, .

Con objeto de establecer un punto de paralelismo con el unico
método gravimetrico puro, aplicado en nuestro pais, el de Dalma-
-Tapia Garzdén, diremos que dichos autores no han aislado los iséme-
ros en estado de pureza para preparar mezclas artificiales, ni han
preparado mezclas con talco. E1 dUnico punto de contacto en la com-
paracidn, es el resultado obtenido a la aplicacidén de éstos metodos
a las mezclas comerciales comunes de 12-14% de contenido en gamma.-

Si para comparar los valores hallados, suponemos que esa mezcla
comercial es de 12% la desviacién promedio del metodo Dalma-Tapia
Garzon, es de 7.08% que es ligeramente superior al de 5.66 hallado
utilizando este método.-

Diremos, para finalizar, que de todo lo antedicho, surge la fa-
cilidad y aplicabilidad de este nuevo metodo gravimétrico. El ma-
terial y reactivos necesarios, son de lo m4s comunes y los resulta-

dos, hallados, aceptables,-
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