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En el presente trabajo se pretende realizar, por
una parte el estudio del poder extractivo de aminas de al-
to peso molecular, concretamente de la Di(2—undecil)amina,
frente a 4cidos orgdnicos. Es también objetivo fundamental
el estudic de &cidos contenidos en zumos naturales, princi
palmente los contenidos en el alpeckin de la aceituna, no
estudiados por procedimientos como los que agul se han se-
guido, aislando productos dcidos gue en €1 se encuentran.

Puede dividirse la parte experimental en dos blg
gues fundam ntales:

Por una parte se hace el estudio cuantitativo de
las extracciones de una serie de Aacidos, gue consideramos
interesantes, de sus soluciones acucsas. Se ha llevado a -
cabo con soluciones bencénicas de la mencicnada amina, gue
de ahora en adelante denominaremos DUA.

Como segundo aspecto, se hace la extraccidn de &
cidos de zumos naturales que los posean a ser posible igua
les ¢ andlogos a los investigados en la primera parte del
trabajo.

La DUA se sintetizd por primera vez en los Labo-
ratorios de Quimica Orgénica de la Facultad de Ciencias de
Valladolid por Ldpez Aparicio y colaboradores (1). El pre-
senta trabajo es parte del estudio del comportamiento de -
la DUA en distintos aspectos:

Como agente extractor de sales de elementos de -
transicidn interna (1)

Como agente catallitico en la hidrdlisis de poli-
sacéridos. (2).

Como agente extractor de dcidos carboxilicos y -
fendlicos.

Teniendo en cuenta el cardcter simamente bésico
de la DUA (1), de su escasa solubilidad en agua(2 ppm)(1)
y su gran solubilidad en solventes orgénicos del tipo ben
ceno u otro de similar constante dieléctrica(1), es de su
poner que sea un buen agente de secuestro de &cidos en sp
lucidn acuosa.
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Partiendc de soluciones patrdn de diversos dci -~
dos carboxilicos en agua y de scluciones bencénicas de DUA
mezclando por agitacidn ambas fases, parte del &cido queda
ré atrapado por la DUA y pasard a la fase bencénica. Es in
teresante saber cuanto d4cido pasard a la fase bencénica, y
esto es lo que se investiga en este trabajo.

En cuanto a la extraccidn de dcidos en zumos ve-
getales, se ha procedido a aislar el &4cidoc citrico conteni
do en el zumo de limdn con objeto de ver el rendimiento de
la operacidn. Algo similar se ha hecho con el tartérico de
la uva, pero teniendo en cuenta gue ya en este caso el &ci
do principal va acompanads oor otros en cantidad aprecia --
ble. La investigacidn realizada en manzana y ciruela tiene
camo objeto la comparacidn de la DUA con resinas sdlidas -
fuertemente bdsicas. El estudio realizado de los &cidos -
contenidos en el alpechin de la aceituna tiene cardcter de
primicia. Tan sdlo hay publicado un trabajo sobre los &dci-
dos orgénicos del alpechin (3), pero el procedimiento, nor
mal en las fechas en que se realizd el trabajo, no ofrecla
total seguridad en cuanto a la identificacidn de estos &ci
dos.

El nombre de alpechin proviene del é&rabe y signi
fica "liguido que tiene muchas heces". Ya su denominacidn
indica los problemas gue su manejo y estudic presentan, -
siendo la causa de que sean muy pocos los trabajos encami-
Nados a esclarecer su composicidn gquimica.

Teniendo en cuenta la cantidad de alpechin gque -
se desaprovecha totalmente en Espafia y otros paises es por
lo gue hemos decidide proceder a un estudio de sus compo -
nentes, ya que cualguier peguefio aprovechamiento tendria -
una gran repercusidn econdmica, aparte de su indudable in-
terés cientifico. Segdn datos aproximados, el alpechin que
anualmente se desperdicia en Espafia asciende a 1 milldn de
toneladas por afio.

Es de hacer notar la regresidn en el cultivo de
la aceituna en nuestro pals debido a la carestlia en su re-
cogida del &rbol, lo que ohliga a los cultivadores a injer
tar sus olivos en variedades de verdeo, pero donde esto no
es posible, el cultivo se encuentra en peligro. Solucionar
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este problema es asegurar el futuro del olivo.

Puede pensarse con fundamento gue la auxina gue
provogue la calda de la aceituna sea hidrosoluble y, en —
este caso, si gueda al menos parte de ella inalterada se
encontrard en el alpechin. Muchas auxinas son de carécter
dcido, y el estudic de microcomponentes de las mezclas de
&cidos por nosotros aisladas puede llevarnos en un futuro
a la determinacidn de esta auxina. Confirma todo lo ex.—
puesto el gue se acelere la caida de la aceituna en un oli
vo regado con alpechin.

En este trabajo se utilizan técnicas actualiza -
das de andlisis y constituye el inicio de una serie de in-
vestigaciones en el campo de las sustancias naturales.
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2.1.— PODER DE EXTRACCIUN DE LAS AMINAS DE ALTO PESO MOLE-
CULAR. -

Desde que ADAMS y HOLME (4) introdujeron las ami
nas como resinas de cambio anidnico, numerosos trabajos se
han publicado en los gue se pone de relieve la enorme uti--
lidad gue, para la investigacidn y la industria, han teni-
do y seguirdn teniendo en distintos aspectos.

Posteriormente, en el afo 1948 se publicd un tra
bajo(5) en el que llamaba la atencidn sobre la utilidad de
las aminas liguidas como agentes extractores de dcidos. Se
trataba concretamente de la metil-dioctil-amina.

Las primeras experiencias realizadas demostraban
gque, en el caso de dcidos fuertes como el clorhidrico, las
soluciones acuosas del mismo tratadas con suficiente canti
dad de metil-dioctil—-amina guedaban a un pH de 6,5 unida -
des, lo que es significativo.

La purificacidn de la solucidn acuosa se lograba
mediante sucesivos lavados con un disolvente orgdnico, por
ejemplo cloroformo.

Se comprobd gue la extraccidn es mds sencilla de
cantrolar si la amina se encuentra disuelta en un solvente
apropiado( benceno, cloroformo, alcochol n-butllico, tetra-
clorura de carbono, diclorcetilenc, acetato de etilo, me -
til-etil-cetona, é&ter de petrdleo de 80-1002, nitrobenceno
y tolueno). El mejor resultado se consiguid utilizandc co-
mo disolvente cloroformo o nitrobenceno.
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2.2.~- ESTUDIO CUANTITATIVO DE LA EXTRACCION DE ACIDOS.-~-

SMITH y PAGE (5) llevaron a cabo extracciones -
con los siguientes dcidos: Acético, crdmico, glucdnico, -
glutémico, aminocacético, clorhidrico, léctico, nitrico, -
oxdlico, fosfdrico, succinico, sulfirico y p—toluénsulféni
co, en soluciones en general 0,1N, y empleando cantidades
similares de metil-dioctil-amina en cloroformo al 5%. La
cantidad de Acido remanente en la solucidn acuosa después
de la extraccién no llega al 5% en los &cidos crdmico, ace
tico, clorhidrico, nitrico, ox&lico, sulfirico y p-toluén-—
sulfénico. Queda un 16% de ldctico y un 11% de succinico.
Hay gque hacer notar que queda sin extraer el 100% de &cido
glutémico, el 98% de aminoacético y un 98% de &cido glucd-
nico. Este Ultimo resultado parece andmalo, pues no existe
causa gue lo justifigue. El hecho de quedar sin extraer un
44% de dcido fosfdrico tampoco es un resultado que resulte
acorde con lo gue cabila esperar.

Los citados autores probaron también la reextrac
cidn del dcido tratando la solucidn clorofdrmica con solu-—
ciones acuosas de hidrdxido sddico.

Experimentaron asimismo gue en el caso de gue cg
existiesen en disolucidn dos Acidos de muy diferente fuer-
za 8cida y tratando con determinada cantidad de equivalen-
tes de amina, se podia extraer selectivamente el més fuer-—
te de los dos.

Investigaron la extraccidn de &cido clorhidrico

con diversas aminas de alto pesoc molecular, xactamente 13
de ellas, comprobando gque los mejores resultades se obte -
nfan con aminas terciarias: Metil-dinonil—amina, trioctil-
amina, decilpiperidina, metil-dioctil-amina y amiloctil-a-
mina, y entre ellas las menos impedidas estéricamente, -
siempre que tuviesen al menos dos ramas con 9 &tomos de -
carbonc como es el caso de la metil-dinonil—amina era la -
mds eficiente con un 97% de ClH extraido(normalidad ini -
cial 0,1).

Compararon la metil-dioctil-amina con una amina
s6lida comercializada, la De Acidite C, con resultados ha-
laguerfios para la metil-dioetil-amina.
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!

Es preciso hacer notar que aunque para todas las
experiencias utilizaron valores Gnicos de concentracidn de
una y otra fase y un Unico valor de relacidén de cantidad -
de equivalentes de &cido y amina, este trabajo puede consi
derarse la base de la utilizacién de las aminas liquidas -
como agentes de extraccidn de 4cidos, adelantando ademds -
posibles aplicaciones que en parte llevaron a la préctica:

a) Eliminacién de fcidos fuertes de los hidroli-
zados de caseina, gelatina y hemoglobina.
bg Purificacién de penicilinas.
c) Eliminacidn de &4cidos una vez cumplida su mi-
sidn de catalizadores.

d) Extraccién de &cidos orgénicos de los vegeta-
les,

e) Extracciéde ciertos metales, una vez oxida -
dos a aniones.

Los apartados c, d y e no los llevaron a la préac
tica.

£n 1950 se iniciaron una serie de investigacio-a
nes en el Oak Ridge National Laboratory con aminas de altoc
peso molecular. En el aspecto gque a nosotros nos interesa
publicd MOORE(6) un nuevo estudio de la metil-dioctil-ami-
na, asi como de la tribencil-amina. La primera de las dos
extrae mucho mejor los 4cidos inorgdnicaos.

El sistema utilizado para las medidas cuantitati
vas consistia en analizar los dcidos reextraidos con un ex
ceso de solucidn acuosa de hidrdxido potdsico. La normali-
dad original de los &cidos era de 0,2 y la relacidén de -
equivalentes amina/dcido de 1,5 teniendo en cuenta gue la
amina fue utilizada en solucidn cloroférmica al S5%.

En este trabajo se empieza a relacionar el % de
dcido extraido con la mayor o menor normalidad del &cido a
extraer. MOORE opera con tan sélo 5 valores en total, pero
se puede apreciar que a mayor concentracién inicial de &ci
do , mayor % extraido. Asimismo indica que para pegunas -
concentraciones de dcido se forman emulsiones muy estables

Con respecto a los &cidos orgdénicos opera en las
mismas condiciones de concentracidn y relacidén de equivai-
lentes, pero con cantidades fijas sélamente.
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La amina utilizada para los &cidos orgdnicos es
la metil-dioctil-amina, comprobando gue se podia extraer -
el 75% de acético, 98,7% de tricloroacético, 0% de asparti
co, 0,3% de glutdmico, 86 9% de glutdrico, 96% de picrlco,
95 9% de fumdrico, 97,5 de maleico y 90,8% de m&lico.

Es interesante sefialar gque en los laboratorios -
antes mencionados se llevd a cabo la mayor investigacidn -
de esa época para la separacidn de uranio de otros elemen-
tos, y con este fin precisamente se sintetizd la DUA que -
ahora utilizamos en este trabajo(1).

En 1960 se publicd una revisidn de lo realizado
en el Oak Ridge Laboratory, con 93 referencias(7).

Existen otro trabajo sobre Amberlita LA-II y &ci
do clorhidrico(8) y bastantes del Instituto Tecnoldgico de
Moscl, con N-cctil-anilina (9) y &cidos inorgénicos, ex:—
traccidn de 4cido oxdlico de soluciones de &cido nitrico -
- (10), mecanismo de la extraccidn de dcidos y basicidad de
los extractantes(11). Los mismos investigadores rusos tam-—
bién han publicado un trabajo sobre el efecto del alcohol
n-octflico(conocido antiespumante) en la extraccidn de &ci
do sulfirico con trioctil—amina(12). Persiguen que se for-
me el sulfato y no el bisulfato de trioctil-amina. Por me-—
didas crioscdpicas comprobarcn que se obtenia el sulfato -
acompafiado de 2 moléculas dg alcohol, con una constante de
estabilidad del orden de 107, y un coeficiente de extrac -
cidn mayor.

El trabajo mdas amplio de los investigadores ru -
sos versa sobre la extraccidn de Acidos inorgdnicos con de
rivados de la anilina(13). Estudian los &cidos clorhidrico
nitrico, sulfirico y percldrico, cada uno de ellos en con-
centraciones iniciales que varian de 0,1 a 5 molar. Utili-
zan como disolvente p-xileno, y una variedad grande de ami
nas extractoras:

Ph-NH—(CHZ) g~Me, Ph-NH-(CH —Me,Ph—NH-(CHZ)B—Me

2)7

Ph—NH-(CH, ) g-Me, Ph-NH-(CH,) qq~Me, Ph-N((CH ~Ve),

2)7
Eh—N(CHZ-Ph)((CHZ)B_B-Me) y Ph-NR-(CH,) -COCEt, donde n es

8, 10; 8y8 yResH H, Me y Et respectivamente.
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Para peguefias concentraciones iniciales de &cido
en la fase acuosa, la cantidad del misma en la fase organi
ca, una vez realizada la extraccidn, es proporcinal al cua
dradoc de la concentracidn inicial: B

y = K ><2

y = concentracidn 4cido en fase orgdnica

X = concentracidn inicial de &cido en fase acuc.
K = (amina.AH)/(amina)(H ) (A7)

En el caso o NO.H y C1IH K vale respec-—

tivamente 35, 30 y 10, perc en el sulfdrico K depende de
la concentracidn. Cuando x es muy grande, puede aparecer —
una tercera fase.

En el siguiente trabajo de FROLOV y col.(14) se
opera con trioctilamina y é&cidos inorgdnicos monoprdticos
poniendo de manifiesto que es muy complejo el tipo de aso
ciacidn gue existe en la fase orgénica, e intentan expli-
car algo de porqué las aminas secundarias son més efecti-
vas en determinadas ocasicnes, cuando haya posibilidad de
asoclaciones moleculares.

En 1965, BRUSSET y col.(15) estudiaron la ex =
traccidn de los dcidos clorhidrico, nitrico, percldérico vy
sulfirico por una parte, y por otra fosfdrico, ademds de
los carboxilicos fdrmico y acético. Utilizaron soluciones
en xileno de trilauril—amina. Afirman que los 4cidos sul—
fdrico, percldrico, nitrico y clorhidrico se extraen en -
funcidn lineal de la molaridad del dcido y con buen rendi
miento. Para una relacidén de eguivalentes &cido/amina =1,
y bajas concentraciones de acético y fdrmico, se extraen
sdla en un 6711% respectivamente. En el caso del dcido fcs
férico indican un méximo de extraccidn para una acidez en
fase acucsa de 4,5 m/1.

Confirman los resultados utilizando también Am —
berlita L.A, II en gueroserno. No especifican detalles expe
rimentales, por lo gue nNo se puede deducir gran cosa, si -
bien es la primera vez gue se realiza una curva de extrac—
cidn para dcidos carboxilicos. Investigan igualmente la —
cantidad de agua extraida en el proceso

En 1967 aparecid un trabajo de investigadores ru
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sos, del Instituto de Investigaciones de Procesos Petroqui
micos(16) en el gue separaban pequefios dcidos aliféticos -
del agua en gque se encontraban disueltos mediante aminas,
en presencia de agentes demulsificantes.

En 1968, FUKUTUMI (17) revisa, para los &cidos -
clorhidrico, sulfdrico y nitrico, la extraccidn con tri —
amil-amina, trioctil-amina, bis(1-isobutiril-3,5dimetil —
hexil)-amina, metil-dioctil-amina, 1-(3 etilpentol)-detil-
octil-amina, didecil-amina y trinonil-amina.

MIROSLAV y col., en 1969, (18), extrae &cido -—
clorhidrico con dioctil—amina, indicando que a bajas con -
centraciones de 4cido no hay extraccidn total. Aseguran —
que para concentraciones iniciales mayores de 5 molar, se
da una hiperestequiometria.

RICCI y col.(19) utilizaron trioctilamina en un
trabajo sobre 4cido fosférico, confirmando en lineas gene-
rales anteriores trabajos(15), al tiempo que lo amplian es
tudiando brevemente la influencia de la temperatura.

En el presente afic se han publicado dos trabajos
del tema que nos ocupa: Uno de ellos trata de la extrac —
cién de 4cido selenioso con aminas(20), pero sobretodo es
interesante senalar el realizado por MATTOX y col.(21), a—
parecido en marzo pasado, una vez terminada toda la parte.
experimental de nuestro trabajo, y en el que aplica cambia
dores de iones liguidos para el aislamiento de de &cidos -
glucosidurdnicos esteroidales.
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2.3.~ REEXTRACCION DE ACIDOS ORGANICOS.-

Hay pocos antecedentes scbre este tipo de opera-
cidn. Existen dos procedimientos para devolver a una solu—
cidn acuosa el dcido extraido por soluciones de aminas:

Tratamiento con soluciones alcalinas
Tratamiento con soluciones 4cidas.

SMITH y PAGE(5) utilizaron soluciones alcalinas
para la reextraccidn.

MOORE (6) aplica también solucicnes alcalinas pa
ra reextraer los dcidos y llevarlos a fase scucsa.

2.4.— RECUPERACION DE ACIDOS ORGANICOS.-

No se encuentra referencia de recuperacidn en el
sentido gue se le pretende dar en este trabajo. La recupe-
recidén implica reextraccidn perc con fines de aislamiento,
es decir, seguide de eliminacidn de disclvente y siempre —
culdarido el procedimiento para que no haya alteracidn de -
los componentes reextraidos.

2.5.= EXTRACCION DE ACIDCS CONTENIDGS EN ZUMOS NATURALES. -

Antes de realizar este trabajo no existfan ante—
cedentes del empleo de aminas lfiguidas en zumos naturales.
Tan sdlo hay que hacer notar la indicacidn de su posible -
utilizacidn, contenida en el trabajo de SMITH y PAGE(5).

Con posterioridad a nuestroc trabajo sefialamos la
extraccidn de &cidos glucosidurdnicos esteroidales del ya
citado MATTOX y col.(21).
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2.6.- METODOS UTILIZADOS EN EL AISLAMIENTO DE ACIDOS EN.ZU

MOS NATURALES. -

Fundamentalmente, los métodos aplicados al aisla
miento de 4cidos a partir de zumos vegetales o de tejidos
de animales, se resumen a extraccidn por disolventes segul
dos de procesos de purificacidn o bien a la aplicacidn de
técnicas més directas que nos den de una forma rdpida los
dcidos aislados.

Los procedimientos han ido variando o modificén-
dose a lo largo del tiempo. En principio casi todo se ba -
saba en la simple extraccidn por disolventes y ahora los -
autores se inclinan por el uso de resinas de cambic idnico

En muchas ocasiones se prefire formar sales insg
lubles, con el fin de liberar después los &cidos y proce -
der a su andlisis o bien como parte de técnicas gue des -
pués comentaremos mds detenidamente.

Lo mds corriente es una primera purificacidn del
zumo por precipitacidn de sustancias que no interesen, ya
sea con disolventes o con reactivos defecantes del tipo &-
cido percldrico o similares. Depende en gran manera de las
caracteristicas especificas del zumo de que se trate y de
los métodos de andlisis que se vayan a utilizar.

A continuacidn vamos a hacer una répida revisidn
de los procedimientos principales gue se han llevado a ca-
bo en el presente siglo, de una manera aproximadamente cro
noldgica.

HORTVET (22), en el afic 1904 empled una técnica
gue, en nuestros tiempos, posee una amplia vigencia, sobre
todo cuando se trata de aislar y analizar un pequefio ndme
ro de Acidos conocidos: Precipitacidn de sales de plomo.

En los afios que le sucedieron, otros autores(WIN
TON(23) y ROSS(24)) utilizaron una técnica similar.

Pocos afios después(1914) YODER(25) procedid a ex
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traer 4cidos con éter y después los precipitd en forma de
sales célcicas.

Los dcidos gque se encuentran en la naturaleza -
son, en su mayorla, muy poco voldtiles, por lo gque si de -
sea utilizar técnicas de destilacidn fraccionada para ais-—
larlos o separarlos unos de otros no hay mas remedioc gue -
proceder previamente a la formacidn de alguno de sus deri-
vados volétiles, cosa gue hizo WELSON(ZG) en 1924, forman-
do ésteres de los referidos &cidos.

HARTMANN y colaboradores(27) utilizaron en 1930
el procedimiento de las sales de plomo, mientras gque HILUOG
(28), siete afos después, utilizaba técnicas extractivas -
para la determinacidn de dcido lé&ctico.

STAUDINGER(29) desarrclld una técnica consisten-—
te en fraccionar por disolventes y, en determinadas frac -

ciones, precipitar las sales célcicas de los 4cidos que a-—
111 hubiese.

TSHERWOOD(30), en el afic 1946, aisld &cidos de -
sustancias naturales mediante coclumnas de silice, y LONG y
col.(31), empled en 1951 columnas de celulosa. Por estos —
afios ¢ menzd el gran desarrollo de la cromatografdia en di-
ferentes modalidades.

BRYANT y OVERELL (32) utilizaron columnas de in -
tercambio idnico para separar &cidos de sustancias natura-—
les, usando concretamente la Amberlita IRA-400.

BUCH y col{33) utilizaron una combinacidn de re-
sinas, Zeo-Rex (H) y De Acidite para aislar &cidos del zu-
mo de manzana previamente despectinizado. E1 utilizar la
De Acidite, se debe a gue procuraban no alterar azdlcares,
casa que puede suceder si se utiliza una resina fuertemen-—
te bésica. '

BOVE y RAVEUX(34), utilizan columnas de silice -
para aislamientos similares(1957), pera en el ano siguien-
te HULME y WOLTORTON(35) utilizan columnas de cambio idni-
co. ROUX y LESAINT(SG) siguen, sin embargo, un procedimien
to andlogo a BOVE Y RAVEUX(34).
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En 1960, WHITTING y CDGGINS(S?) utilizan colum:- .=
nas de IRA-400 en ciclo acetato para el andlisis de zumos
de manzana 4cida y de los mismos una vez realizadas fermen
taciones sulfidricas. Como pasc previo se pasa el zumo por
resinas catidnicas( IR-120 ciclo H ) para que haya extrac-
cidn total de los &cidos.

Hay autores que siguen procedimientos més especi-
ficos en determinadas ocasiones. Si se trata de aislar ce—
toécidos, como ROSAN y NIELAND(SB), precipitan los referi-
dos cetodcidos en forma de 2,4 dinitrofenilhidrazonas. No
es éste el Unico trabajo en este este sentido, pues SJOVAL
(39) por ejemplo,los aislaba en forma de N,N dimetilhidra—
zonas. '

COURTOISIER y RIBERAU-GAYON(40), por una parte,

y por otra HARLOW y MORMAN(41), emplearon técnicas de cam-—
bio idnico, sélo que estos Gltimos autores dan un procedi-
miento de valoracidén autom&tico. Este procedimiento(41) se
sigue con mezclas de 4cidos hechas en laboratorio, perc es
el método seguido por otros autores en el campo de sustan-—
clas naturales. La mayor pega que el método posee consiste
en gue es diffcil el aislamiento de los &cidos una vez va—
lorados, y como método puramente analitico se ha visto des

bordado por otros procedimientos gque veremos mis adelante.

MAZLIAK y SALSAC(42) emplean resinas de cambic —
para el aislamiento de &cidos de hojas de plantas, utili —
zando una combinacién de resinas catidnica(Dowex-50 ciclo
H) y anidnica (Amberlita IRA-400, ciclo carbonato).

GEE(43) utiliza Dowex—1 para aislar 4cidos del —
tomate, aunque en su trabajo no especifica el ciclo en que
trabaja la resina.

A partir de 1966 hay una serie de investigadores
gue emplean de nuevo las sales de plomo para el aislamien—
to y determinacién de &cidos en vegetales.

BRUNELLE y col.(44) usa las sales de plomo como
parte de una técnica analftica que mé&s adelante veremos, -
pero en la misma época, tanto ZERFING y col.(45) como LEE
y SAMUELSON(46) utilizan resinas de cambio idnico.
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Es muy importante el trabajo, aparecido en 1967,
de KUKSIS y PRIDRESCHI(d?), como lo prueba el gran ndmeroc
de autores gue hacen referencia de el en afios sucesivos. —
Comparan diferentes métodos de aislamiento y purificacidn
de & idos no sélo procedentes del reino vegetal, sino tam-
bién del animal.

Refiriéndonos a &cidos que provienen de fuentes
vegetales, comienzan por tratar con etanol del 75%, calen—
tando a continuacidn para lograr fluocular el precipitado
formado y eliminar despuégs el mismo por centrifugacidn. A
continuacidn tratan la solucidn sobrenadante con &cido per
cldérico 0,33N, centrifugan de nuevo y después proceden a --
la evaporacidn del disolvente hasta conseguir una solucidn
muy concentrada.

La purificacidn del extracto lo llevan a cabo me
diante cinco procedimientos diferentes:

1) Columnas de cambio idnico. Tratamiento con Do
wex—1 en ciclo formiato y desplazamiento con dcidec férmico
seguido de purificacién con Dowex-50 en ciclo hidrdgeno.

2) Columnas de gel de silice. Acidifican con dci
do sulfdrico, mezclan con 4cido silicico, intrducen la mez
cla en una columna de vidrio y eluyen con éter dietflico.

3) Cromatografia en capa fina preparativa. Elu —
yen con benceno-dioxano—acético(90/25/4 en volumen) o bien
con benceno-metanol-acético(45/8/4 en volumen) durante 30
minutos. Visualizan con vapor de yodo, raspan la zona ele-
glda de la forma mds cuantitativa posible y después recu—
peran el 4cido.

4) Formacidn de sales de plomo. Tiene lugar por
por tratamiento con acetato de plomo hasta que no se obser
ve precipitacidn. Se centrifuga, lava y se vuelve a centrl
fugar. E1 precipitado resultante se suspende en metanol al
50% y se regeneran los &cidos por burbujec de sulfuro de —
hidrdgenc a través de la suspensidn. Después de filtrar se
evapora el disolvente.

5) Formacidn de hidrazonas. Siguen los métodos -
de ROSAN y NIELAND(38) y también el descrito de SJOVLL(39)

En todos los casos se llevan a caboc los andlisis
posteriores por cromatograffa de gases, encontrando gue el
mejor procedimiento de purificacidn es el primerc de los -
investigados.
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KOLLAS(48) emplea Dowex-1 (ciclo acetato) para -
extraer los &cidos de la pulpa de manzana, Los Acidos fue-
ron eluidos de la resina por desplazamiento con acético y
férmico, en gradiente de polaridad.

LI y WOODROFF(49) aislan 4cidos de ciertas varige
dades de peras en forma de sales de plomo. Después de la -
var con metanol del 70% se regeneran los &cidos con sulfu-—
ro de hidrdgeno. La finalidad de sus andlisis es determi -
nar succlinico, mdlico y citrico.

FITELSON y BOWDEN(S0) realizan andlisis de &ci -
dos orgdnicos de los extractos de vainilla formando las sa
les de plomo de los mismos.

En el afio siguiente(1969), FITELSON vuelve a uti
lizar sales de plomo en el andlisis de &cidos orgénicos -

(51).

JOHNSON y FEHNANDEZ—FLORES(52) precipitan los &-
cidos presentes en sirupos de azlcares como sales de plomo
Persiguen principalmente el andlisis de oxdlico y aconiti-
co.“En este mismo trabajo se indica una combinacidn de Do-
wex=50(ciclo H) y de Amberlita IR-4B8 para aislar amino&ci-
dos y dcidos respectivamente. La elucidn puede hacerse con
Clorhidrico 2N & con hidrdxido amdnico 2N.

Si se desea separar todos los dcidos orgdnicos -
se puede introducir la muestra diréctamente en la Amberli-
ta IR-4B, medianamente bésica. Puede eluirse después con -
NaOH 1IN, eliminando a continuacidn el catidén Na con la Do
wex-50 en ciclo H.

En este mismoc afic no se abhandona ni mucho menos
la utilizacidn de resinas de cambic idénico para el aisla -
miento directo de &cidos, y asi, ZAURA y METCOFF(BS), ais-—
lan 7 é&cidos tricarboxilicos y otros similares de orina hu
mana, mediante Dowex AG 2x8 en ciclo formiato.

BENGTSSON y SAMUELSON(54) prefieren la utiliza -
Cié? de resinas de cambio, asi comoc SALMINEN y KOIVISTONEN
(55).

En 1970, FERNANDEZ-FLORES y col.(56) vuelven a —
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utilizar sales de plomo para el andlisis de los &cidos de
26 frutos diferentes, determinando glicdlico, succinico,
fumérico, mélico, tartdrico, citrico, siringico y quinico.
El hecho de utilizar las sales de plomo se debe a la faci-
lidad de formar los TMS derivados gue precisan para el and
lisis por cromatografia de gases.

En 1971, MORARD y BOURRIER(S?) analizan las ho -
jas del Sorghum dochna por extraccidn con alcohol, extrac-
cidn con agua, adicidn de resina catidnica que libere Sa -
les y por fin extraccidn con Dowex-2 en ciclo formiato

En este mismo afio, JANSEN y SAMUELSON, (58) em —
plean Dowex-1 X8 para la separacidén de hidroxidcidos dicar
boxIlicos de las mezclas de azlcares de que provienen.

2.7.=~ REEXTRACCION Y RECUPERACION DE LOS ACIDOS EXTRAIDOS+

No habiéndose utilizado las aminas de alto peso
molecular como agentes de extraccidn ligquido-liquido de &-
cidos en productos naturales, no puede haber antecedentes
de estas operaciones.

En el caso de los métodos revisados en el aparta
do anterior, es preciso tener en cuenta el método utiliza-
do para el aislamiento, pensando ademds gue sdlo se siguen
procedimientos de recuperacidn en el caso de gue se preten
da aislar los &cidos en principio extraidos.

En muchas ocasiones se sigue el procedimiento de
formar las sales de plomo, perc este método puede tener ——
dos fines diferentes: Por una parte puede servir para ais-—
lar una cantidad, generalmente muy pequeria, de dcidos gque
se destinen después a métodos analliticos, fundamentalmente
cromatografia de gases. A veces también forman las sales -
de plomo, pero para tratarlas después con sulfuro de hidrd
geno y liberar los &cidos. Este dltimo procedimiento se -
lleva a cabo, en casi todas las ocasiones, a escala bastan
te mayor, y en este caso el fin perseguido si puede ser la
recuperacidén de los dcidos en cuestidn.

Con el empleo de resinas de cambio idnico sucede
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una cosa similar. Podemos utilizar una resina anidnica pa-—
ra atrpar 4cidos y después tratar con un &cido mineral o u
na base para eluir los &cidos de la columna, pero también
se puede utilizar un &cido muy débil o un gradiente de aci
dez para realizar una separacidn cromatogréfica que puede
tener un doble fin: Separacidn y aislamiento o simple valg
racidn de los &cidos cuando sean eluidos de la columna con
un fin meramente analitico.

Podemos citar los mé&todos utilizados por otros
autores para el casc de aminas sdlidas con fines preparati
vos, y que se reducen a elucidn bédsica (42)(52) o &cida —
(37)(57), teniendo en cuenta gue si se realiza la primera
modalidad, serd necesario utilizar procedimientos de libe-
racidn de los &cidos, miestras que con la segunda, si el &
cido eluyente es voléatil, podrd eliminarse por evaporacidn

2.8.— SUSTANCIAS NATURALES ESTUDIADAS.-

En este trabajo se ha hecho el andlisis de zumo
de limén, uva, pulpa de ciruela y manzana y fraccidn acuo-—
sa de la aceituna, es decir, alpechin.

Bien sabido es la gran cantidad de &cido citrico
que contiene el zumo de limdn, ademds de peguefias cantida-=
des de otros 4cidos, principalmente mdlico y succinico(Sﬁ)
Segin KUKSIS y PRIOHESCHI(d?) existe ademds fumdrico, oxé—
lico, alfa-cetoglutdrico, aconftico y, en la piel del 1i -
mdn, isocitrico.

El componente principal del zumo de uva es &cido
tartdrico, aunque le acompafian dcido mdlico y guinice (56)
Estos mismos autores encuentran que en algunas variedades
existe mayor cantidad de ciftrico gue de ningdn otro &cido.

Se han publicado algunos trabajos sobre los &ci-
dos de la ciruela. FERNANDEZ-FLORES y col (56) realizan a-
ndlisis de distintos tipos de ciruela, encontrando siempre
gran cantidad de &cido mélico, al gue acompafian citrico y
sirfngico, pero en la ciruela pasa italiana, aungue siguen
encontrando muche 4cido mélico, no detectan citrico y si -
ringico pero si succicc y guinico.
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Los trabajos que se han hecho scbre los &dcidos
de las diversas variedades de la manzana son incontables.

No especificamos variedades al ir revisando los
trabajos efectuados, pues no tratamos en nuestro estudio
de la manzana mas gue comparar las resinas comerciales —
con la DUA, ya que, por los exhaustivos estudios gue sobre
ella se han realizado, no tiene objeto un nuevo estudic —
dentro de la finalidad que perseguimos. Sin embargo, como
identificamos 4cidos, conviene tener en cuenta los encon -
trados por otros autores.

HULME (59) detecta citrico, milico, y aisla va —
rios gramos de d4cido l-quinico.

BRYANT vy DVERELL(BZ) detectan succfnico, isoci -
trico y mélico.

HULME(GO), en un nuevo trabajo, detecta citrico,
oxélico, pirdvico, alfa-cetoglutdrico, oxalacético, citra-
m&lico, médlico y quinico.

TANNER y ENSTCHLER(61) realizan un estudio de ~
manzanas suizas, encontrando, dentro del total de &cidos -
orgénicos, un 85% de dcido m&lico, 1-3% de citrico y 3-20%
de quinico, ademés de trazas de glicdlico.

BUSCH y Col.(33) indican la presencia de galactu
rénico, quinico, fosférico, citrico, mélico, clorogénico,
citramdlico, cafeico, succinico y léctico.

LUCKWILL(62) aisla de la manzana tres auxinas &-
cidas, que no identifica, pero asegura que ninguna de e -
llas es el dcido indclacético.

BUCHLON y HANE(63) detectan pirtdvico, glioxflico
oxalacético, alfa-cetoglutérico, mdlico, fumdrico y succi-
nico, aunque aseguran que al madurar desaparecen los dos
Gltimos.

WHITING vy COGGINS(B?), identifican mélico, gquini
co, trazas de citramdlico, clorogénico, p-cumaril quinico,
sikimico y citrico en muy poca cantidad.
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WUCHERPFENNIG y BRETTHAUER(64) afirman taxativa-
mente que no hay dcido tartdrico en la manzana.

VEITCH y BRUERLEY(65S) publican un método para va
lorar 4cido tartrdnico en manzana.

KOLLAS(48) detecta sikimico, guinico, citramdli-
ca, milico, citrico, fosfdrico, léctico, fumérico, glicdli
co, succinico y clerogénico.

MAZLIAK y SALSAC(42) y MAZLIAK(66) detectan qui-
nico y sikImico, pirdvico, glicélico, oxdlico, fumédrico,
succinico, mdlico, citrico e isocitrico.

KODESNIK vy AUDEEVA(G?) aseguran que existe en la
manzana 4cido maldnico, dihidroxisuccinico(tartérico), ade
més de los conocidos mélico, citrico, oxdlico, fumérico y
succinico.

HAMMET y INGLE(68) encuentran maleico, lo cual -
es bastante raro.

JARCZYK(69) indica gque existe mélico, quinico, -
citrico, trzas de glutémico, aspdrtico, sikimico, galactu-
rénico, succinico, malénico, clorogénico y fosfdrico, mien
tras que SALIKOVA y KIKIFOROVA(70) encuentran mélico, ci =
trico, succinico, clorogénico, sikiImico y guinico.

Por Gltimo, FERNANDEZ-FLORES y Colaboradores(SS)
indican que la composicién depende de la variedad, pero, -
en conjunto, encuentran glicélico, succinico, fumédrico, mé
lico, cftrico y siringico. La variedad gue contiene mucho
m&lico, carece por el contrario de succinico y siringico.

Resumiendo los resultados de los trabajos resefia
dos sobre la manzana, podemos apreciar que todos lo auto -
res indican la presencia de milico en gran cantidad, asi —
como de citrico y qufnico en mucha menor proporcidn. Detec
tan, en mayor o menor cantidad, una serie de &cidos como -
succinico, glicélico, fumdrico, siringico, sikimico, clorg
génico, galacturdnico, maldnico, fosfdrico, isocitrico, ci
tramdlico, oxdlico, oxalacético, alfa-cetoglutdrico,p-cuma
ril-quinico, caféico, l&ctico, pirdvico y glioxilico. Como
hemos ido viendo, no hay coincidencia de los diversos autg
res scbre la identificacién de &cidos, hasta el punto de
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que alguno de ellos afirma taxativamente gque no existe tar
tédrico y sin embargo otrcs lo detectan. También se indica
en un sc¢lo trabajo la presencia de &cido maleico, cosa que
parece poct prchable, pues es bien sabido gque el que suele
enccntrarse en sustancias naturales es su isdmerc el fumd-
rico,debidc a que constituye un eslabdn en el denominadc —
cicleo de Krehs.

Refiriéndinos a lus 4cidos crgénicos del alpe —
chin de la aceituna, sdlo podemos citar el trabajo de FIES
TAS ROS DE URSINOS(71), en el gue se detectan varios dci -
dos orgéniccs, y se aisla unc de ellos, concretamente el —
maldnico. El aislamientoc y fraccicnamiento de los &cidos -
del alpechin, se lleva a cabo siguiendo aproximadamente el
método de STAUDINGER(Z9), y en las fracciones que analizan
encuentran manitol, dcido tricarbalilico, tartérico, acéti
co, oxédlico, glicérico, maldénico, fumdrico ¢ glutdrico, mé
lico y lActico. Es precisc hacer notar gque no se especifi-
ca en el trabajo, ni zona ni fecha de recogida.

2.9.- METODOS ANALITICOS UTILIZADOS.-

Es preciso hacer notar el gran incremento que —
las técnicas cromatogréficas han tomado, hasta el punto de
que en el andlisis de los dcidos gue nos ccupan, son las [¥]
nicas utilizadas,

El paso del tiempo ha hecho gue las técnicas em—
pleadas se vayan modificando, inclusoc variandc de modali -
dad, perc dentro técnicas cromatogréficas al fin y al cabc

En este apartado ncos limitaremos a resenar las -
técnicas utilizadas, dejando para la parte tedrica el estu
dio critico de las mismas.

Con objeto de hacer la recopilacidn de la forma
més ordenada posible, vamos a referir lcs distintos traba-
siguiendo un orden preestablecido: Cromatografia de parti-
cidn en columna, papel y capa fina, cromatograffa de cam —
bic idnicoc y cromatografia gas-liguido.

ISHERWOOD(30) utiliza columnas de gel de silice
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con agua como fase estacionaria. £l eluato se lleva, de -——
forma continua, a un sistema donde se valora con indicador
dcido-base. Realiza andlisis de succinico, maldnico, ox&li
co, mélico, tartérico y citrico.

MARVEL y RANDS(72) separaron gran nimerc de &ci—
dos aliféticos y arométicos en una columna de dcido silici
co con mezclas sucesivas de n-butanol y cloroformo, cuyas
concentraciones van desde el 5% de n-butanol - 95% de clo—
roformo. hasta el 100% de butanol, esto es, mediante un gra
diente de concentracidn de n-butanol.

FROHMAN y col(73) han utilizado columnas de par-—
ticidn de gel de silice para la determinacién de los &ci -
dos del ciclo del citrico en los tejidos.

Diversos autores han perfeccionado el método ori
ginal de MARVEL y RANDS(72), empleando un gradiente de eta
nol o alcohol amilico terciario, aplicéndolo a la separa —
cidén de acético, léctico, pirdvico, fumérico, succinico, -
mélico, alfawcetoglufarico y oxalacético. Podemos citar a
DONALDSON y col(74), MARSHALL y col.(75), SHKOL*NIK(76),
HULME(??)(?B) y HULME y RICHARDSON(79).

PHARES y col(BD) emplean columnas de Celita con-
teniendo 4cido sulfirico 0,5N utilizando como eluyentes bu
tanol-cloroformo y después éter dietilico.

BULEN y col.(81) utilizan una serie de columnas
de &cido silicice impregnado con sulfirico para realizar u
na primera separacidén fraccionada y posterior resolucid de
cada fraccidn obtenida. De esta manera separan un gran ni
mero de &cidos de sustancias naturales.

KINNORY y col(82) emplean también columnas de &-
cido silicico con sulfirico, eluyendo con benceno—éter die
tilico.

SCOTT(83) eluye con 4-metil-2 pentanona —cloru—
ro de metileno, consiguiendo separar fumdrico, succinico,
oxdlico, glicdlico, médlico e isccitrico.

RESNIK y CDl.(B4) eluyen con butanol terciario-—
cloroformo.
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DREW y col(85) separaron los 2,4 dinitrofenilhi-
drazonas de los dcidos pirdvico, oxalacético y alfa—cetc -
glutdrico en columnas de celulosa(Solka Flow BW 100).

BUSCH y col(33) emplean un métodoc combinado de -
cromatografia de particidn scobre gel de silice y cromato -
grafia en papel(93). Las fracciones eluidas las valoran —
por su acidez y después proceden a identificar 4cidos por
sus Rf y reacciones coloreadas. Emplean como liguidos de -
desarrollo alcohol n-amilico/férmico 5M(1/1); n-butanol/a-
cético/agua{4/1/5); etanol/amoniaco/agua(20/1/4) y como vi
sualizadores anhidrido acético/piridina; vanadatc amdnico
y nitrato cérico-amdnico, observando los colores apareci
dos tanto en el visible como en el ultravioleta.

MAZLIAK y SALSAK(42) realizan separaciones de -
los dcidos contenidos en las hojas de castafio, sobre gel
de silice, comparando este método con otro de cromatogra
fia gas-liguido.

LUGG y OVERELL(86 y 87) fueron los picneros en -
la separacidn de hidroxidcidos y cetodcidos, asi como de -
policarboxilicos., La formacidn de colas es un inconvenien-—
te gue se presenta en la cromatografia en papel de estos
compuestos, intentando paliar este inconveniente mediante
la adicidn de dcido férmico o acétice al liguido de desa -
rrollo. Esta técnica presenta el inconveniente de que es -
preciso eliminar estos 4dcidos si se pretende visualizar =
posteriormente con un indicador &cido-base, y esto no es -
répido ni fdcil de hacer. Emplean come visualizadores azul
o verde de bromocrescl. La mezcla dxido de mesitilo/ &cido
fdrmico/agua es la mds rédpida de eliminar por corriente de
aire.

CHEFTEL y col(88) introducen eucaliptol en los -
1fguidos de desarrolloc para lograr una mayor rapidez en la
posterigr eliminacidn de los mismos

STARK y col(89) aplican estas técnicas para la -
separacidn de &cidos de origen vegetal, utilizando diver -
sos eluyentes, mezclas diversas en las que se incluyen clo
roformo, iscoctano y fenol, ademds de agua y dcido fdrmico

ORIENSKA-BLAUT y col(90) utilizan fenol/férmico/
agua. Indican gue determinados dcidos dan lugar a més de —

una mancha en el cromatograma.
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NORRIS vy CAMPBELL(91) separan acido glucdnico, -
2—-cetoglucdnico, alfa-cetoglutdrico eluyendo com metanocl y
etanol.

BRYANT y OVERELL(32) analizan manzana y zanaho: -s
ria mediante aislamiento con resina Amberlita IR-400(forma
carbonato) y posterior cromatografia en papel. Algidn tiem—

po después publicaron otros trabajos en el mismo sentido -
(92)

AIRAN y BARNABAS(93), KATZ y CHAIKOFF(94), CHEF-
TEL y col(95), ISHERWOOD y col(96) han publicado trabajos
sobre la separacidn de algunos &cidos.

OVERELL(97) efectla la separacién de &cidos hi -
droxi y dicarboxilicos por cromatografia bidimensional.

CHEFTEL y col(98 y 99) también realizan cromato-
grafia bidimensinal, utilizando primero un disolvente hi -
droalcohdlico alcalinizado con amonfaco, y después con o-
tro eluyente en medio 4cido férmico.

ISHERWOOD y HANES(100) utilizan mezclas de n—pro
pancl/amonfaco acuoso. Concretamente, utilizan cuatro ti -
pos diferentes: 90/10; 80/20; 70/30 y 60/40 sobre papel -
Whatman N21 lavado.

AIRAN y col(101), GIRI y col(102) y SCOT(103) de
sarrollan técnicas de cromatografia circular scbre papel.

ANET y REYNOLDS(104) han publicado un andlisis =
de los &cidos del albaricoque, aisléndolos con resinas de
cambio idnico y eluyéndolos cromatogrdficamente. Las frac—
ciones obtenidas las analizan por crumatografia sobre pa -
pel Mhatman N21. Emplean como liguidos de desarrcllo acetg
na/cinecl/dcido férmico del 53% (50/50/36 v/v) y por otra
parte, etanol(95%)/amoniaco/agua (80/5/15 v/v). Indican —
los Rf de 30 Acidos diferentes. Visualizan con nitrato de
plata-hidréxido sdédico.

WHITTIN y COGGBINS(37), en trabajos scbre la man-
zana y sus protiuctos de fermentacidn, identifican Acidos -
por cromatografia en papel de las fracciones obtenidas en
las ya descritas columnas de silicagel. Los solventes usa-
dos son: Alcochol bencilico/alcohol isopropilico/alcohol ——
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tercbutilico/agua(3/1/1/1) y férmico al 2% del total; n-— -
propanol/amoniaco(7/3); fenol/agua/écida férmico(3/1/1%);
acetato de etilo/acético/agua(2/1/2 fase superior). Los -
tres primeros eluyentes los emplean sobre papel Whatman N1
y el Ultimo sobre Whatman N254,

Se han realizado algunos trabajos sobre dcidos -
organicos empleando la técnica de capa fina y utilizando
1lfquidos de desarrcllo dcidos o bésicos.

BRAUN y GEENEN(105) emplean etanol(96%)/agua/hi-
dréxido aménico(25%)(100/12/10).

PETROWITZ y PATUSKA(106) utilizan en cambio 11 -
quidos de desarrollo de caracter 4cido: Benceno/metancl/a-
cético(90/16/8) y benceno/dioxanc/acético(90/25/4).

Hay un trabajo publicado por KNAPPE y PETERI ==
(107) en el que emplean éter diisopropilico/4cido férmico/
agua(90/7/3) saturado con poclietilénglicol de pesc molecu-—
lar 1000, para eluir &4cidos scbre capas de Kieselguhr-G-po
lietilénglicol. B

Estos trabajos nos traen como referencia comdn —
el hecho de que no hay buena separacidn debido a la inevi-
table presencia de colas. En conjunto, abarcan los siguien
tes &cidos: ox&lico, maldnico, succinico, glutdrico,adipi-
co, pimélico, subérico, azeldico, sebdcico, citrico, tartd
rico, ftélico, tereftdlico, benzoico, p-toluico y o-fosfd-
rico.

PREY y col(108) utilizan piridina/petrdlec(20/ -
50) & metanol/amonfaco/agua (80/4/16) en silicagel.

Se presenta, a la hora de visualizar los &cidos
con indicadores &cido-base, los mismos problemas que los -
descritos para la cromatografia en papel, pero, en este ca
so podemos eliminar el 4cido del liguido de desarrollo ca-
lentando a 1209 durante 60 minutos.

No existen demasiados trabajos sobre esta técni-
ca, ya que su mayor desarrollo se realizd en arfios posterio
res a la de papel, y al presentar también el problema de -
fuertes estelas que dificultan la buena apreciacidn y loca
lizacidn de manchas, se vid superada por otras técnicas ——
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sensibles y cuantitativas.

En cuantoc a cromatografia de cambio idnico, KU -
NIN y MYERS(109) estudiaron el comportamiento de Amberlita
IR-48 frente a los &cidos fdrmico, acético, oxdlico, citri
co, benzdico y salicilico, tanto en ciclo cloruroc como en
ciclo hidroxilo. Aseguran gue la fuerza dcida no parece -~
ser Tactor importante en la retencidn de los &cidos.

BRYAN y OVERELL(110), HULME Y SWAIN(111) y HULME
y RICHARDSON(79), adem&s de NORDMAN y col(112 y 113) las —
utilizan para separar &cidos de azlcares.

BUSCH y col(114) utilizan Dowex~1 en ciclo for -
miato para la separacidén de los dcidos del ciclo de Krebs,
eluyendo con gradiente de &cido férmico. La separacidn no
es demasiado buena.

OWENS y col(115) y SCHENKER y RIEMAN(116) sepa -

ran el mismo tipo de 4cidos sobre Dowex—1 & Resina S de la
Permutit Corp.

BERNTOSSON y SAMUELSON(117) realizaron estudios
cuantitativos de las Dowex 2 y 3 frente a &cidos orgénicos

MAZLIAK y SALSAC(42) realizan cromatografia de —
cambio idnico de &cidos de la pulpa de la manzana con obje
to de comparar éste método con el de reparto en columnas —
de gel de silice impregnada con sulflirico y el de cromato—
grafia de gases de esteres metflicos. Utilizan Amberlita -
IRA-400 bajo forma carbonato. Eluyen con solucidn normal —
de carbonatc amdnico en el easoc de gue utilicen la resina
s6lo como agente purificador de los 4cidos extraidos por -
solventes.

KOLLAS(48) investiga la influencia de la atmésfe
ra en los dcidos de manzanas almacenadas. Utiliza Dowex-—1
(200-400 mesh) en forma acetata, y eluye con gradiente de
acético y férmico.

WHITING y CDGGINS(B?) emplean una combinacidn de
resinas catidnicas(Amberlita IR-120 ciclo H) para liberar
dcidos. Los écidos liberados los hacen pasar a través de -
una Amberlita IR—4DO(f0rma acetato) y, después de lavada,
eluyen los 4cidos con acético de normalidad creciente(0, 5~
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-6N), y después, férmico 6 y 8 N. Las fracciones colecta -
das se recromatografian sobre columnas de gel de silice, y
las distintas fracciones obtenidas de esta forma se anali-
zan por cromatografia schre papel. También aislan &cidos =
para identificarlos gquimicamente.

BRYANT y OVERELL(32) cromatografian 4cidos car -
boxIlicos en Amberlita IRA-400. Eluyen con solucidn de car
bonato sédico, desalifican con Amberlita IR-120 en ciclo—
hidrdgeno y vuelven a cromatografiar sobre papel.

ANET vy REYNDLDS(104) utilizan varios tipos de ce
lumnas y diversas resinas: Columnas de 0,6; 0,9; 1,2; 1, 7
2,5; 3,8 y 5,1 cm de didmetro interno. Resinas: Amberllta
IRA-400(20-50 mesh), Dowex—1X4(50-100 mesh), Dowex—2X4 ——
(100-200 mesh), en varios ciclos( cloruro, hidroxilo y ace
tam),EL»en51mmrecm1CH401 N.

JOHNSON y FERNANDEZ - FLDHES(BZ) comparan la cro-
matografia de cambic idnico con la cromatografia de gases
en varios productos naturales. Para separar dcidos y ami-
nodcidos, pasan el extracto vegetal por una columna relle-—
na de Dbwex=50 X8, intrduciendo el eluato en una segunda —
columna que contiene Amberlita IR-4B. La Dowex-50 retiene
los aminoédcidos y los cationes que el extracto contenga, -
sustancias que podemos eluir con CIH 2 N 6 hidrdxido amdni
co 2 N. La Amberlita IR-4B retiene todos los écidos orgéni
coSs.

Para separar sdélo los 4cidos orgdnicos, pasan el
extracto directamente a traves de la columna de resina Am-
berlita IR-4B. Eluyen después con NaOH ‘', 1N, para pasar a
continuacidn el eluato a través de una columna Dowex 50 en
ciclo H. Asi se deja alos dcidos libres. Esta Gltima colum
na es importante lavarla hasta que las aguas de lavado no
salgan dcidas en absoluto, pues este tipo de columna tam-<
bién retiene a los 4cidos orgdnicos. En la cromatografia
propiamente dicha, eluye los 4cidos de la citada resina a
nidnica con dcido fdrmicc en gradiente de concentracidn. -
Las fracciones recogidas, de 4 ml, las valora con NaOH de
normalidad 0,002 N, previa eliminacidn del dcido fdrmico —
por evaporacidn, y empleando cloroformo para eliminar los
Gltimos restos de dcido férmico.

HARLOW y MORMAN(41), en un trabajo al que nos he
mos referido anteriormente, emplean un valorador automdti-

co. Se compone el cojunto del sistema de un inyector de e-
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luyente, columna cromatogrdfica, sistema de valoracidn po-
tenciométricae, adicidén automdtica de solucidén alcalina va-
lorante y registro grdfico de tipo diferencial. La origina
lidad de este trabajo consiste en que, a diferencia de ko-
dos los citados, emplea una resina de cambio de tipo catid
nico Dowex=50=X12, para la retencidn de los 50 &cidos tra-—
tados. Como agente de elucidn utiliza simplemente agua. No
hay muchos autores gue apliguen posteriormente este proce-
dimiento.

En cuanto a lo gue se refiere a la cromatografia
de gases, concretamente en su especialidad gas-liguido, =
hay que tener en cuenta que los &cidos que pretendemos ana
lizar son muy poco volétiles, por lo que, en principio, 1la
cromatografia gas-lfquido es dificil de realizar. En el ca
so de los &cidos aliféticos normales(sobretodo los de tipo
graso) los procedimientos de andlisis por cromatografia -
gas-liguido se desrrollaron rdpidamente, pero en dcidos —
del tipo de los del ciclo de Krebs, los procedimientos se
perfeccionaron posteriormente.

La poea volatilidad de los citados dcidos es de-
bida, por una parte, a la presencia de varios grupos car -
boxilos, y por otra, a gue la mayoria de ellos poseen gru-—
pos =0OH. Blogueando los referidos grupos polares, se logra
gue la tensidn de vapor, a una temperatura dada, sea mayor
gue la del &cido original en las mismas condiciones.

Los procedimientos utilizados para aumentar la -
volatilidad de los compuestos pueden resumirse en dos:

Formacidn de ésteres

Formacidn de tr1met11—51111—der1vados(TMS)
aungue esporddicamente se han utilizado otros derivados.

En 1960, ACKMAN y col(118) determinan succinato
de metilo por cromatografia gas-liguido.

En 1962, EXPOSITO y SWANN(119) determinan succi-
nico, fumdrico y maleico en forma de ésteres metilicos, u-
tilizando una columna polar( Carbowax 20M hasta la mitad -
de columna, y, en la otra mitad, Dietilénglicolsuccinato)
y otra apolar de grasa silicona, aunque no especifica su —
trabajo de qué silicona se trata.
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Operan con inyector a 330°C, detector a 300°C y temperatu
ra programada 42C/min de relacidén de calentamiento, te —
niendo en cuenta que, en el caso de utilizar columna po -
lar, la isoterma inicial es de 1052C y en la apolar de 75
°C, para alcanzar 225 y 2502C respectivamente.

MIROSCHA y DEVA(141) determinaron succinico, fu
mérico y mdl:i:vico en forma de esteres metilicos.

En 1963, LUKE y col(120) estudian succinico, m&
lico, cis y trans— aconitico, fumdrico, citrico, maleico
e isocitrico previa formacidn de sus esteres metflicos. -
Columnas utilizadas: 66 cm de longitud, acero inoxidable,
grasa silicona DC al 20% en Chromosorb W, lavado-&cido, -
de 60-80 mallas. No indican grosor de la columna. Inyec =
tor a 2602C. Isoterma inicial 902C, relacidn de calenta -
miento a 112C/min. Temperatura detector 280°C( catardme -
tro ). Gas portador He a 90 ml/min. Columna polar: DEGS -
(LAC 728), 2 metros de longitud, al 5% sobre Chromosorb W
lavado-4cido, (60-80 mallas). No indican didmetro de la -
columna. Condiciones de trabajo: Similares a las utiliza-
das en la columna de silicona. Obtienen mejores resulta
dos con la silicona que con el poliéster.

&

Obtencidn de metilésteres: Reaccidn con diazome
tanoc en éter, obtenido de la N-metil N'-nitro N-nitroso——
guanidina. ‘

GEE(121) analiza 4cidos extraidos de plantas me
diante el empleo de Dowex-1, eluye con hidrdxido amdnico
2 N, y después concentra en rotavapor a presidn reducida
hasta sequedad. Esterifica con clorhidrico del 5-10% en —
metancl anhidro, a reflujo, y elimina después el exceso —
de reactivo por evaporacidn y arrastre con nueva cantidad
de metancl. La muestra, disuelta en metanol, la inyecta -
en el cromatdgrafo,

Otro procedimiento de esterificacidn, también u
sado por este autor, consiste en tratar con clorurc de —
tionilo, para formar los correspondientes clorurcs de aci
lo, y, por fin, tratar con metanol para formar el éster -
metilico. Después de eliminar el exceso de reactivo, di -
suelve en metanol e inyecta en el cromatdgrafo.
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El cromatdgrafoc utilizado es un F y M 810, con
programacidn lineal de temperatura. Las columnas son de —~
Neopentilglicolsuccinato, al 5% en Chromosorb W( tratado
con hexametildisilazano). Logitud 75 cm, didmetro interno
3 mm. Acero inoxidable. Isoterma inicial 642C. Isocterma —
final 1862C. Relacidn de calentamiento: 62C/min. Inyector
y detector a 250°C. Gas portador He a 50 ml/min. Detector
de ionizacidn de llama. Flujo de hidrdgeno: 31 ml/min.

Patrones utilizados: Pirdvico, l4ctico, glicdli
co, ox&lico, maldénico, fumarico, levulinico, maleico, mé-
lico, tartdrico y citrico. Resolucidn: En maldnico, fumd-
rico y maleico, mala.

Aplica después el método al polvo de tomate se=
co y pulverizado.

MAZLIAK y SALSAC(42) realizan un estudio compa-—
rativo del andlisis de 4cidos de origen vegetal hecho por
cromatografia gas-liguido, cromatografia en columna de -
gel de silice y cromatografia de cambio idnico.

Los ésteres metilicos de patrones y problemas
los obtienen por esterificacidn con metanol en exceso, ca
talizando en unos casos con dcido p-toluénsulfénico, y, —
en otros, con trifluoruro de boro. Emplean el segundo pro
cedimiento para los estudios cuantitativos y no calientan
a reflujo, limiténdose a dejar en contacto la mezcla dures
rante doce horas.

La columna empleada para la cromatografia gas-
-liquido, es de latdn, de tres metros de longitud y 6 mm
de didmetro interior. Relleno: Butanodiolsuccinato al 20%
en peso sobre Chromosorb W silanizado(60-80 mallas). Ni —
trégeno como gas portador, a un flujo de tres litrus/hora
La temperatura utilizada es en régimen isotermo a 120, —
150 y 200 grados centigrados,en algunos casos, y programa
da de 165-2002C. No precisan si los estudios cuantitati -
vos los realizan en condiciones isotérmicas o a temperatu
ra programada. No emplean patfon interno, sino respuestas
de todos y cada uno de los esteres metilicos, inyectando
patrdn a continuacidn de cada problema.

Utilizan también DEGS como fase estacionaria, -
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pero sdlo aplicdndolo a patrones de forma cualitativa.

McKEOWN y READ(122) realizan la esterificacidn
de los dcidos no cetdnicos del ciclo de Krebs por tres —
procedimientcs diferentes:

Tratamiento con solucidn etérea de diazometano
del dcido disuelto en 1 ml de metanol, todo ello a 259C.

Esterificacidn con solucidn etérea de diazometa
no del &cido disuelto en metanol, pero realizado a —=70¢9C.

Formacidn de los ésteres metilicos con metanol
y dcido sulfilrico como catalizador de la reaccidn.

Para la cromatografia de gases, emplean columna
de vidric de 60 cm de longitud y 6 mm de didmetro inte —
rior, con DEGS al 5% en Chromosorb W. Blogque inyector a
1602C, temperatura del horno: 100°C. después pragramada —
a 180°C (B80°C/24min) y 180°C isoterma final.

Como resultados, averiguan gque la esterifica ===
cidn sulfdrico-metanol es mala, gque el diazometano da —
buen resultado, y que a menos 709C no hay peligro de la -
formacidn de pirazolinas por parte del fumdrico vy cis—aco
nitico.

SWEELEY y col.(123) han separado con éxito car-
bohidratos y otros compuestos hidroxilados en forma de —
T™MS ( trimetilsililderivados).

En 1965, ZEN-ICHI HORII y col(124) forman TMS
derivados de los Acidos del ciclo de Krebs, y los logran
separan rédpidamente y muy bien. El tratamientoc de estocs -
&dcidos con trimetilclorosilano y hexametildisilazano en -
piridina, logra una rdpida derivacidn de grupos hidroxilo
y carboxilo de estos compuestos.

En el caso de cetodcidos, tales como el alfa-ce
toglutérico y oxalacético, el problema consiste en gue no
dan un sdlo pico, pero lo podemos resolver si, antes de
la trimetilsililacidn, se forma la correspondiente oxima
por tratamiento con hidrocloruro de hidroxilamina.

El procedimiento standard consiste en introdu -
cir 10 mg del 4cido y 10 mg de clorhidrato de hidroxilami
Na, si es cetodcido, en un vial de 5 ml y disolver con 1
ml de piridina seca. Dejar pasar 10 min a temperatura am—
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biente y afadir 0,1 ml de trimetilclorosilano, y después;
0,1 ml de hexametildisilazano. La reaccidn se completa a
los pocos minutos, y podemos inyectar directamente de 0,1
a 0,5 microlitros en el cromatdgrafo de gases.

La resclucidn es muy buena, por lo que se perfi
la el método como una excelente via para el andlisis cuan
titativo.

La columna,de 2 metros de longitud por 3 mm de
didmetro interior, esté& rellena de grasa silicona S5E-52 -
al 3% en peso sobre Chromosorb W (60-80 mallas). E1 no e-
xistir colas en los picos, indica gue se ha utilizado el
soporte silanizado, pero los autcres no indican nada al -
respecto. Temperatura: 90-170°C a 29C/min. Gas portador:
Nitrdgeno a 35 ml/min. E1 andlisis cromatogréfico dura 40
minutos para los 4cidos: Léctico, pirdvico, succinico, fu
mdrico, mdlico, oxalacético, alfa-cetoglutérico, lactoiso
citrico, cis- aconitico y citrico.

Este trabajo marca un hito en la cromatografia
de gases de los &cidos de este tipo, y, aungue. como ire—
mos viendo, son muchos los autores que contindan emplean-—
do ésteres metilicos, en los Gltimos tiempos se tiende ya
al empleo de TMS derivados.

ESTES y BACHMANN(125) determinan, mediante éste
res metflicos, los &cidos del ciclo de Krebs, incluso los
alfa-hidroxi, alfa—-ceto y alfa-beta— insaturadcs.

Los ésteres metilicos los logran por tratamien—
to con solucidn etérea con diazometano(obtenido a partir
del N-meti,N-nitroso, p—toluénsulfonamida). E1 método es
cuantitativo para léctico y pirlvico, pero para los demés
es tan sélo cualitativo.

Una vez obtenidos los ésteres, los destilan a —
presidn reducida para hallar el rendimiento( lo cual es —
muy arriesgado pues no son demasiado estables ).

Utilizan un Barber-Colman mod. 15, con detector
de argon-estroncio-90, y columna en U de 2,5 m de longi -
tud y 10 mm de didmetro interior, rellena con DEGS al 15%
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en peso sobre Gas-Chrom P(80-100 mallas). Inyector a 2159
Detector a 2159C, gas portador: Argon a 88 ml/min. Tempe-
ratura de columna: 65°C durante 10 min, 65-1752C en 25 —
minutos, e isoterma final a 175°C. El citrico, por ejem—

plo, tarda en salir de la columna 120 minutos, y la efi—
ciencia de las columnas es, tal como se puede esperar del
grosor de columnas utilizado, muy mala. Aseguran ademds -
gue el &cido oxalacético emerge de la columna después del
dcido citrico, y por supuesto, después del alfa-cetoglutd
rico, su homdlogo superior. Aseguran, segin la figura de

su publicacidn, una resolucién total de maldnico, fumdri-
co y succinico. Aunque se parte de una temperatura muy ba
Jja, el separar los citados &cidos con una columna de las

caracteristicas citadas, es bastante dificil.

SIMMONDS y col(126) realizan el andlisis de cew=
toécidos del ciclo de Krebs, empleando ésteres metilicos,
detector de ionizacién de llama, de captura electrdnica -
dos columnas capilares y una preparativa.

Las capilares son de 66 m y 0,03 pulgadas, una
de ellas de Apiezdn L, y otra de Ucdén HB 2000. La prepara
tiva es de 50?7 piés por 6 mm de didmetro interior, y re =
llena con SE-30 sobre Gas-Chrom-—P. .

En el caso de la capilar, emplea un flujo de ni
trégeno de 30 ml/min. y temperatura isoterma a 135°C.

KUKSIS y PRIORESCHI(47) indican, entre otras co
sas, el andlisis de los 4cidos del ciclo de Krebs, medlan
te cromatografia de gases. Los ésteres metilicos fueron —
preparados por diazometilacidn & por tratamiento con tri-
fluoruro de boro- metanol. Andlisis cuantitativo, previo
calibramiento del detector. Es preciso indicar que los &-
cidos se tratan con N-N dimetil hidracina siempre gue ha-
ya posibilidad de encontrar cetodcidos. Utilizan columnas
de 2,5 m por 3 mm de didmetro interior. Fase estacionaria
Carbowax 20M al 3% sobre polvo de teflén(90—100 mallas).
Temperatura programada de 50 a 200°C.

Emplean ademds otras columnas de Carbowax 20M,
DEGS y SE-30 sobre Chromosorb W(70-80 mallas) silanizado.
Estos autores encuentran en todos los casos gue el dcido
oxalacético tiene un tiempo de retencidn menor que el al
fa—cetoglutérico, lo cual ya si estd de acuerdo con lo —
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previsible. No pueden separar succfnico y fumdarico, e in-
dican gue el 4cido l4ctico tiene un tiempo de retencidn =
mayor que el succinico y fumdrico, en el caso de utilizar
columnas de Carbowax 20M,

HAUTALA(12?) asegura gue en las columnas: 66 cm
por 6 mm de diametro interior del 5% NPGS en Chromosorb W
(100-110 mallas), otra igual de Carbowax 20M al 5% sobre
el mismo soporte, y otra de 2 metros al 10% de silicona —
DC~200 sobre el mismo soporte, no puede realizar el andli
sis del éster metilico del &cido tartérico.

Intenta analizar médlico, tartérico y citrico, -
formando sus ésteres metilicos con metanol-dcido sulfiri-
co. Neutraliza después con metdxido sddico y centrifuga -
para separar el sulfato sddico formado. Asegura gque el —
tartérico no es eluido de la columna, por lo que recomien
da investigar sobre TMS derivados.

Puede pensarse que si mantuvo el éster del tar-
térico en presencia de metdxido sddico en exceso, pueda
posiblemente producirse una saponificacidn. Los resulta——
dos obtenidos no son corrientes.

Al afio siguiente, en 1967, este mismo autor(128)
modifica el procedimiento en cuanto gue destruye el exce=
so de diazometano con metanol y acético, empleando ademds
DEGS como fase estacionaria. Trabaja a 1009C durante 3 -
minutos, y después calienta a 102C/min hasta 160°C. Ahora
no se le‘presenta ningdn problema, salvo la aparicidn de
segundo pico en el caso del dcido mélico.

BRUNELLE y col(44) emplean los TMS derivados de
los &cidos no voldtiles de varios vinos. Forman los TMS —
derivados directamente de sus sales de plomo. Después de
tomar una muestra del vino a analizar, ponenn medio dcido
de sulfidrico y tratan con acetato de plomo, afiaden Celita
545 y después centrifugan, lavan con metanol y vuelven a
centrifugar, procediendo después a secar.

Realizan la suspensidn de una parte de sales de
plomo en solucidén standard de patrdn interno(undecancico
en piridina), afiaden unos granos de Drierita y después —
trimetilclorosilano y hexametildisilazano. Esta dltima o-—
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Peracidn se lleva a cabg en un vial.

La cromatografia gas-liguido la efectuan sobre
columnas de silicona SE-30 al 3,8% sobre Diatoport(sopor—
te silanizado). Medidas: 2 metros de longitud por 6 mm de
didmetro interior.

Utilizan otra columna de idénticas medidas, pes
ro rellena de Apiezén L al 20% en Chromport XXX(SD-SD ma
llas). De todas maneras, se trata de otra fase de casi i
déntica polaridad a 1a SE-30.

~ Trabajan en condiciones isotermas a 1302C. Sis
tema inyector y detector a 1802C. Gas portador: Helio a
50 ml/min. Detector de ionizacidnm de llama.

Para el andlisis cuantitativo, calibran previa-
mente el detector, utilizando en los andlisis el sistema
de patrdn interno.

Debido al corto nfmero de dcidos que pretenden
analizar, utilizan un sistema isotermo para las columnas,
lo gue indudablemente simplifica todo a la hora de un and
lisis cuantitativo.

LI y WOODROF(49) son otros autores gue analizan
écidos(fumérico, succinico, mdlico, tartdrico y citrico)
en forma de é&steres metilicos, perc admiten gue el andli-
sis completo de los &cidos presentes en diversas varieda-
des de peras, s6lo puede llevarse a cabo mediante la for—
macidén de TMS derivados.

Emplean columnas metdlicas de 2 metros de longi
tud por 5 mm de diémetro interno, rellenas, en su caso, -
con DEGS al 20% y, en otro, con SE-52 al 3%. Temperatura
de columna 155°C durante 2minutos, y programada, 7,5 °C/
/minuto, hasta 215°C en 1la de DEGS, Para la de 5E-52, 80
2C durante 2 minutos, y después programada a 2,5°C/min. -
hasta 2259C. Gas portador: Helio a 90 ml/min. Inyector a
1709C. Detector 235¢(C,

FITELSON y BOWDEN(S0) aislan 4cidos de los ex —
tractos de vainilla en forma de sales de plomo, forman —
TMS derivados y los cromatograffan en la forma usual, pe-
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ro no parece de gran interés el comentario, puestoc que no
identifican ni un sdélo &cido, limiténdose a comentar y -
comparar el ndmerc de picos y hacer la suma de todas sus
ér?as. Emplean el sistema de patrdn interno(écido glutéari
co).

WILSON y col(129) determinan &cido clorogénico
en forma de TMS derivado, en extractos de las hojas de ta
baco. Emplean columnas de acero inoxidable de 2 metros de
longitud por 6 mm de didmetroc intericr, rellenas de UCW—
-98 al 3% sobre Gas-Chrom @ (100-120 mallas). Temperatura
de columnas: 24092C. Inyector-a 300°C, detector a 280°C. -
Gas portador: Helio a un flujo de 80ml/minuto.

Formacidn del derivado: Tratamiento con HMDS: -
(hexametildisilazano) en dimetilformamida.

- JOHNSON Y FERNANDEZ-FLORES(52) comparan métodos

de cromatografia de cambic idnico, ya descrita en pégi —

nas anteriores, con los de cromatografia gas~liguido de -
TMS derivados.

Forman los derivados a partir de sales de plomo
empleando como agente silanizante una mezcla, preparada —
de antemano en un vial, formada por la introduccidn,en el
orden extricto en que se indica, de unos granos de Orieri
ta, 9 partes en volumen de piridina, 3 partes de HMDS y —
una parte de TMCS. La piridina debe haberse secado duran—
te varias horas sobre Drierita.

Considera gue para una total silanizacidn de la
muestra, debe de mantenerse el conjuntoc a 379C durante —
una hora, pudiendo inyectar seguidamente.

Concluyen afirmando que el método de cromatogra
fia gas-liguido es mejor y mds cdmodo.

DALLOS y KOEPPL(130) analizan una serie de com—
puestos fendlicos no voldtiles, mediante la formacidn de
TMS derivados, empleando BSA(N,O-bis(trimetilsilil)aceta-
mida). Compuestos analizados: Acido cinédmico, p-hidroxi -
benzoico, vinillico, c-hidroxicindmico, p-hidroxicindmico
gdlico, siringico, protocatéquico, fertilico, caféico y si
ndpico.
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Hallan los Indices de retencidn de Kovats a 150
175, y 200¢9C,

Columnas: Analfitica de 180 cm de longitud por 3
mm de diémetro intericr, en cobre, con relleno de grasa -
silicona 0V-1 en Chraomaosorb G-HP(gran rendimiento, silani
zado, 60-80 mallas). Gas portador: Nitrdgenoc a 65 ml/min.
Detector de ionizacidn de llama. Flujo de hidrdgeno: 30
ml/min. Temperatura de columnas: 708C, programacidn de ——
temperatura a 4°C/min durante 10 minutos, 6°C/min durante
28 min. Isoterma final a 280°C durante 10min. Inyector a
260°C. Detector a 2802C. Aparato: Aerograph 1525-B. Prepa
rativa: Mismo aparatc con columnas de 3/8" de didmetro in
terior y 330 cm de longitud, en aluminioc, con 0OV-1 al 4%
en Chromosorb W(30-60 mallas) y divisor de salida al 10%.

Es interesante sefialar que los compuestas forma
dos son estables, y despu&s de colectados, pueden reali —
zarse medidas espectrofotométricas.

ZAURA y METCOFF(53) analizan dcidos contenidos
en la orina de una forma cuantitativa, empleando ésteres
metilicos. Utilizan una columna polar(DEGS al 12,5% en —
Chromosorb W, &cido-lavado, 45-60 mallas), y otra apolar
(XE-60 al 6% en Gas—Pack S, 45-60 mallas), siendo en am —
bas ocasiones columnas de vidric de 2m de longitud por 4
mm de diémetro interior. E1 gas portador es helio, con —
flujo a través de la columna de 180 ml/min., repartido en
60 ml/min al exterior, y 120 al detector de ionizacidn de
llama, adonde llega también un flujo de 55 ml/min. de hi-
drégenc y 300 ml/min. de aire.

Se dan los tiempos de retencidn, scbre la fase
polar, de los derivados de les dcidos: Pirdvico, ldctico,
fumdrico, succinico, ladrico, mélico, alfa-cetoglutdrico
y citrico.

Los ésteres metilicos los realizan por trata = -
miento de &cidos con metanol y cloruroc de hidrdgeno o —
trifluoruro de berc. Indican que los cetodcidos dan picos
pardsitos.

Quisiera; hacer notar gue logran separar el suc
cinico y fumdrico, debido al emplec de una columna bastan
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te estrecha, a las condicicnes de temperatura en gue tra-
-bajan (sistema multilevel) 180°C durante un minuto, 80—
=100°C a 2,99C/min, 100-133°C a 4,79C/min, 133-220°C a —
4,8°C/min, y 2209C durante 2,5 minutos. Inyector 220 min

y- detector 2552C. Este sistema permite resolver satisfac—
toriamente mezclas muy diversas. Hay que tener en cuenta

el gran flujo de gas portador utilizado, a pesar de lo re
lativamente estrecha de la columna, 1o gue también ayuda

a la resolucidn. Sin embargo, en el cromatograma de su pu
blicacidn, no existe deriva positiva en la linea de base,
a pesar de que se sobrepasa 1la temperatura permitida para
esta fase estacionaria, utilizando adem&s detector de . —
gran sensibilidad, pero no empleando sistema de doble co-
lumna, y esto no es 1o que se puede esperar. La fase apo-
lar la utilizan como confirmacidn para la identificacidn

de algin &cido sobre el que haya duda.

Para el andlisis cuantitativo emplean el siste-
ma de patrdn internb, utilizando laurato de metilo para -
este fin,

FERNANDEZ —FLORES y col.(56) emplean la misma —
mezcla de silanizacidn gue la reseRada en (52). Para cada
10 mg emplean 1,5 ml de agente silanizante. Agitan Fuertg
mente y esperan 15 minutos a 452C para que se complete la
reaccidn. ‘

Utilizan, para la medida cuantitativa, el siste
ma de patrén interno. Como &cidos patrones usan succinico
fumérico, mesacénico, glutérico, l-mé&lico, tartérico, acg
nitieo, citrico, siringico y quinico.’

Aparato: Aerograph mod. A-350, detector cataro-
métrico, sistema de doble columna de 2 metres por 6 mm de
didmetro interior, acero inoxidable, relleno de silicona
SE-30 al 3,8% sobre Diatoport S silanizado de 60-80 ma —
llas. Inyector y detector a 240¢°C. Temperatura de columna
de 90-2409C a 69C/minuto. Gas portador: Helio a 50 ml/min

No pueden separar el mesacdnico y glutdrico. A-
plican el mé&todo a 25 frutos.

ATKINS y CANVIN(131) realizan un estudio de la
formacidn y separacién de mds de 20 Acidos policarboxfli=
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cos, oxl y. cetodcidos en forma de ésteres metilicos.

Formacidn de derivados: De un microgramo a un —
miligramo de dcido orgdnico, sélc @& en mezcla, se disuel-~
ve en 2 ml de metanocl seco y se afiade solucidn etérea de
diazometano en exceso, dejando reaccionar a temperatura —
ambiente. Los disolventes y el exceso de reactivo se elis
minan a vacioc a temperatura ambiente, y el producto se re
coge cuantitativamente con metancl. Puede inyectarse ya -~
directamente en la columna. También preparan los metilésss
teres usando metanol-clorurc de tionilo. Una solucidn de
metancl, conteniendo de uno a 100 mg de 4cido orgénico, -
se enfria en bafio de hielo seco y metanol y se afiade un -
ligero exceso(un ml/100 mg &cido) de cloruro de tionilo.
La mezcla se deja a temperatura ambiente de 20 a 30 minu-
tos, (para 4cidos que tengan dificultad en reaccicnar, 5 -
minutos a 40°C). Los productos se recogen con metanol.

Para estudiar cuantitativamente la reaccidn con
diazometano, utilizan los siguientes dcidos marcados con
carbonoc-14: M&lico, succinico, glicérico y citrico, todos
ellos de actividad radiactiva conocida. Realizan la meti--
lacidn, separan por columna de cambio idnico(Dowex=1,ci =
clo formiato) el posible 4cido no reaccionado y miden ac—
tividad radiactiva del eluato, lo mismo que la del &cido
atrapado una vez eluido con fdrmico 6 N. Comprueban gue,
transcurrida una hora, la reaccidn es cuatitativa.

Indican que, utilizando cloruro de tionilo-meta
. nol, los &cidos alfa-cetoglutdrico, oxalacético, pirdvico
glioxIlico e hidroxipirfvico dan productos dnicos.

Cofirman la formacidn de anillos de pirazolina
en el caso del fumdrico y aseguran que el dcido glicérico
da tres productos diferentes, aungue dos de ellos en tan
poca cantidad gque no interfieren en el andlisis cuantita-
tivo.

Comprueban que el mdlico da un peguefioc picc pa-
rédsito, de menocr tiempo de retencidn, no 4cido, guizd pro
ducto de descarboxilacidn.

Las medidas de radiactividad las hacen en un ——
contador de centeliec liguido.
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Columnas: Reoplex 400 al 10% en Chromosorb W —
(60-80 mallas). Tubo de cobre de 25 x 1/4 de pulgada. In-—
yector a 18092C. Detector a 242°C. Temperatura inicial 459
programada a 49C/min hasta 1759C. Isoterma a 175°C. Gas —
portador: Helio de 50 a 100 ml/min. Detector de conducti-
vidad térmica. Los ésteres radiactivos se detectaron al —
salir de la columna con un sistema radiccromatogrdfico Nu
clear Chicago(mod 4997).

En este mismo afio 1971, EHRSSON(132) forma deri
vados de dcidos carboxilicos y fendlicos con bromurc de —
pentafluorobencilo. Los compuestos son extraidos a una fa
se de cloruro de metileno que contiene el agente gue for-
ma el derivado. El tiempo de reaccidn es de 15 minutos. —

Emplea columnas de 0OV-17 al 3% en Chromosorb W
silanizado de 80-100 mallas. No indican dimensiones de la
columna. Trabajan isotérmicamente a 160°C y con un flujo
de nitrdgeno de 31 ml/min. El detector es de ionizacidn —
de llama.

MORARD y BOURRIER(57) realizan andlisis de &ci-
dos orgénicos procedentes de vegetales, en forma de éste—
res metilicos. El sistema de cromatografia gas-liquido u-
tilizado es similar al de otros autores( DEGS y Reoplex —
~400 ). Este trabajo interesa por el estudioc critico que
realizan de los sistemas de formacidn de los metilésteres

Primer procedimiento: E1 ya conocido tratamien—
to con solucidn etérea de diazometano, estando la muestra
disuelta en metanol.

Segundo procedimiento: Metanol- trifluoruro de
boro, segdn METCALFE vy SCHMITZ(133). La muestra se di —
suelve en un.exceso de metancl(5 ml) que contiene trifluo
ruro de boro al 10%. La reaccidn se efect@a bien a 2090
durante tres o cuatro dias & a 602C durante 1 hora. Los —
ésteres son extraidos en cloroformo. Se introduce en un -
tubo de ensayo un ml de la solucidn a extraer, 2 ml de -~
cloroformo y un ml de agua. Después de agitar, se decanta
la fase cloroférmica y se evapora casi a sequedad por co-—
rriente de aire. Los ésteres vuelven a disolverse ahora —
en 2 ml de éter dietilico.
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Tercer procedimiento: Metanol-dcido clerhidrico
(43) ligeramente modificado por RUMSEY y WOLLER(134). Di-
solver la muestra en 5 ml de metanol y 0,25 ml de &cido -
clorhidrico, efectuando la reaccidn a 60°C en cuatro ho -
ras. Los ésteres se extraen en cloroformo, como en el ca-
so anterior, y después, como estd descritc, disueltos en
éter dietllico.

Aseguran gue los dcidos insaturados dan pirazo-
linas, ya sean cis & trans, cosa gue no sucede en el caso
del trifluoruro de boro-metanol ¢ clortildrico-metanol. E1
hecho de las sucesivas extracciones gue describen, estdn
motivadas por la corrosividad del trifluorurc de borc y -
de los compuestos halogenados, teniendo ademds en cuenta
gue el metanol da a veces colas como disclvente, si el sg
porte del .relleno de la columna no es demasiado inerte.

Los andlisis cuantitativos los efectdan por el
procedimiento de patrdn interno(écido adipico).

Obtienen mejores resultados con Reoplex 400, ——
aunque sélo separan nueve 4cidos. Como valor de medida ——
cuantitativa miden la altur, y no el drea, lo gque siempre
es un poco arriesgado.

JANSEN y SAMUELSON{58) ensayan varias fases es-=
tacionarias para la separacidn de hidroxidcidos obtenidos
sintéticamente, pero que por sus caracteristicas pueden ,
muchos de ellos, encontrarse en la naturaleza, y un siste
ma de andlisis que puede ser interesante.

Investigan 24 &cidos -dricos y desoxidricos con
fases estacionarias de silicona: 0,5% OV-1 en Chromosorb
W(AW-DMCS); OV-17 al 0,5% en el mismo soporte. Silicona —
DC QF=1 al 3% en Bas—Chrom Q y silicona GE XE-60 al 1% en
Gas-Chrom Q.

Trabajan con TMS derivados, formados a partir
de las sales s@dicas de los 4cidos, formadas a su vez con
NaOH a pH 10 durante dos horas a 602c para romper las lac
tonas gue se forman normalmente en este tipo de hidroxid-
clidos.

Dan los tiempos de retencidén a 120 y 160°C, de-
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pendiendo de la fase estacionaria utilizada. Aungue tra—
bajan isotérmicamente, separan bastante bien los citados
compuestos, tanto mejor cuanto mds polar es la silicona —
empleada. Para la identificacidn de alguno, emplean la —
combinacidn cromatografia gas-liguido/espectrometria de —
masas. También utilizan, para los mismos fines, un siste-
ma autométieo de cromatografia liquido-ligquido con bastan
te éxito.

MENSEN de SILVA(32) realiza una buena separa :—
cidn de ésteres metilicos de les 4cidos del ciclo de —_—
Krebs a base de utilizar una original columna corta y €S-
trecha.

Procedimiento de esterificacidn: Trifluoruroc de
boro—metancl. Columna utilizada: 4 m de longitud por 1mm
de didmetro interior, rellena de PEGA(polietilénglicoladi
pato) al 5% sobre Gas-Pack W(100-120 mallas) silanizado,
priamente lavado con dcido, base, alcchol y cloroformo.
Gas portador a 40 ml/min. Isoterma inicial a 80°C durante
1,33 minutos. Temperatura programada a 109C/min hasta 180
grados centfgrados. Utilizan detectores de ionizacidn de
rayos beta, y otro aparato con detectores de ionizacidn -
de llama.

El trabajo cuantitativo lo llevan a cabo por el
mé&todo de patrdn internoc(maldnico y adipico), Aungue en -
su publicacidn no incluyen reproduccidn de cromatogramas,
sino tan sélo dibujo, la separacién se aprecia como muy -
buena, cosa previsible por el método utilizado. Téngasa -
en cuenta que la cromatografia se completa en tan sdloc 14
minutos.

Realizada la parte experimental de este trabajo
aparece en Abril de 1972 una publicacidén de ROSENQUT y =
col(135) en la que analiza los &cidos del ciclo de Krebs
del Esterichia coli en forma de TMS derivados.

Es preciso hacer notar que cada vez se utiliza
més el sistema cromatografia de gases- espectrometria de
masas, aungue es un sistema fuera de nuestras posibilida-
des. La enorme ventaja de utilizar como detector un siste
ma de EM es que la cromatografia de gas deja de ser un —
"método ciego", ya que no sdlo se manejan tiempos & voll-
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menes de retencidn, sino gue puede, en muchas ocasione,
dar amplia informacidn o determinar el compuesto de gue —
se trata. Para los compuestos gque procesamos, podemos ci-—
tar a WOLFF(136), BATT(137).

INOUE(138), citando un trabajo reciente, inves
tiga la combinacidn de cromatografia de gases y espectro-
metria de forma continua, bien sea por infrarrojo o ultra
violeta.

KASAREK(141), en Abril del presente afic, reali-
za una interesante revisidn de la combinacidn GC/EM/compg
tadoras, para la deteccidn y determinacidén de diversas —
Sustancias._% egura que la combinacidn GC/EM es capaz de
detectar 10 ' 'gramos y determiqar de qué sustancia se tra
ta disponiendo de tan sdlc 10 gramos.

Aungue tiene poco interés en estos dcidos, tam—
bién se utiliza la combinacidn pirdlisis-—cromatografia de
gases, tal y como lo hace UNO y col(139) para el &cido ci
trico, y BAILEY(140) realiza el andlisis de ésteres meti-
licos formados por pirdlisis de sus sales de tetrametila-
monio.
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La DUA, debido a las grandes cadenas lip&filas
que posee, es muy insoluble en agua(menos de 2 ppm), e in
finitamente soluble en disolventes apolares.

-CH

CHS—(CH 2)8 5

—CH—NH—QH—(CH

H3 CH3

2)8

Posee un grupo de amina secundaria, lo que hace
gue la molécula sea muy bdsica, teniendo ademds en cuenta
gue el efecto inductivo positivo de sus grandes cadenas -
exaltan en gran manera su cardcter bésico.

Es propiedad general de todo grupo bdsico el —
formar sales con sustancias dcidas. Asi por ejemplo, 1la
DUA puede formar sales con el dcido clorhidrico, dando lu
gar a la formacidn de clorhidrato de DUA.

+ —
EHS—(CH2)B—CHANH-EH—(CHZ)B—CHér Ccl
Hy H GHy

Asimismo, puede dar lugar a sales con &cidos mg
no 6§ policarboxilicos.

HDOC—CHZ—C(OH)(CODH)-CHZ—COOH

+
3 CH3—(CH2)B-EE—MH-2:—(CH2)8—0H3
3 3

E}b—(CHZ)B—CH _$H-3H-(CH2)8-CH§]3+ 0607H53'
bHa H CH, 3

En determinadas ocasiones también podrd dar lu-
gar a sales &cidas.

Es interesante sefialar que si la DUA no es solu
ble en agua, sus sales tampoco lo son, aunque siempre lo
serdn algo mds que la amina libre. Sin embargo, como ire-
mos viendo a lo largo de seta parte tedrica, siempre va a
existir en contacto una fase polar con una apolar, y, en
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estas condiciones, la sal estard siempre en la fase apo—
lar, y prédcticamente nada en la polar.

En caso de que la amina utilizada no tuviese u-—
nas cadenas carbonadas tan grades, no podriamos hacer la
anterior aseveracidn, y por este motivo empleamos esta —
DUA de tan elevado pesc molecular.

Nuestrec fin es extraer dcidos disueltos en agua
mediante el empleo de soluciones de DUA en liguidos muy a
polares, fundamentalmente en benceno. Para ello, pondre —
mos en contacto, mediante agitacidn enérgica, una solu —
cidn acuosa conteniendo los dcidos y otra bencénica de -
DUA, hasta lograr que se forme la sal, que serd socluble —
en benceno y de esta manera lograremos hacer gue el dcido
6 dcidos, inicialmente disuelto en agua, pase a la solu -
cidn apolar. Todo esto podemos comprenderlc mejor si ob——
servamos el siguiente esguema:

ACIDO DUA
(fase acguosa) (fase orgédnica)

AGITACION
MECANICA

EMULSION
(formacién de la sal &cido-DUA)

REPOSO

FASES SEPARADAS

DECANTACION
RESTO DE ACIDO SAL ACIDO-DUA
NO EXTRAIDOC DUA EN EXCESO

(fase acuosa) (fase orgdnica)
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Para expresar los resultados, emplearemos una —
serie de signos que a continuacidn vamos a detallar.

Concentracién inicial de dcido en la fase acuo—
sa (Ac)(equivalentes/litro, o sea, normalidad)

Concentracidn final de dcido en la fase acuosa
(Ac)a (Equivalentes/litro)

Concentracidn final de &cido en la fase orgdni-
ca (Ac)o (Equivalentes/litro).

Va s Volumen de fase acuosa.

Vo

Volumen de fase orgdnica.

b = Relacidn de equivalentes &cido/DUA antes
de realizar la extraccidn.

Kd = Constante de reparto, constante de parti
cién, coeficiente de reparto o coeficiente de particidn
(143)

_[(Ac)o);
“d = TReTey

refiriéndonos a una especie quimi
ca determinadat. ‘

En nuestro caso, nos interesa expresar los re -
sultados en funcidn del coeficiente de extraccidn D

b < (Ac) total en fase organica _ (Ac)o
- [Ac] total en fase acuosa ~ [Acja

para simplificar, expresaremos siempre D como

(Ac)o

= TR

sabiendo que siempre nos referimos a la suma de todas las
posibles especies quimicas de los &cidas gue estudiemos.

Podemos suponer, con gran aproximacidn, que:
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Los &cidos empleados son muy solubles en agua y
muy poco en benceno, de forma que la constante de reparto
fase acuosa/fase orgénica, debida sSlamente a solubilida-
des, es muy grande.

La DUA no es soluble en agua y es muy soluble -
en disolventes apolares(p.e. benceno).

Las sales dcido/DUA son muy solubles en solven-—
te apolar y muy poco en polar, o sea, la constante de re-
parto fase acuosa/fase orgdnica es muy peguefia.

Con la agitacidn mecdnica llevada a cabo hemos
conseguido formar la mayor cantidad posible de sal, es de
cir hemos llegado al equilibrio para las condlclones de
conceatracidn y temperatura en que trabajamos.

Podemos considerar que, por tratarse de una =
reaccidn de interfase, a mayor superficie de contactoc en-—
tre ambas fases, mayor velocidad de reaccidn. Por eso, -
mientras que no haya agitacidn, la velocidad de reaccidn
es prédcticamente nula. Téngase ademds en cuenta gue la fa
se orgénica en contacto con la acucsa, sin agitacidn, se
satura pronto de sal &cido-DUA, y es preciso que, por di-
fusidn, se renueve en moléculas de DUA libre.

Teniendo en cuenta todo esto, podemos afirmar =

que la velocidad de reaccidn, antes de agitar, es précti-
camente nula.

El tipo de agitacidn ha de ser tal gue logre u-—
na buena emulsidn de una fase en otra. Esto no puede con-
seguirse con cualquier tipo de agitador. Ademds, los sol-
ventes orgdnicos son, en su mayorla, vol4tiles, por lo —
que el procedimiento de agitacidén debe permitir que el —
sistema reaccionante permanezca cerrado.

El tiempo de agitacidn no precisa ser demasiado
grande, pues tratédndose en resumidas cuentas de una reac-—
cidn &cido-base, el equilibrio se alcanza con bastante ra
pidez.

Una vez terminado el periodo de agitacidn, es -
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preciso dejar reposar un cierto tiempo para lograr una to
tal ruptura de la emulsidn.

El solvente apolar utilizade ha de ser, ldégica-
mente, inmiscible con el agua.

Las ecuaciones que expresan los resultados de —
estas extracciones son las que a continuacidn se indican:

(Ac) v, = (Ac)ava + (AC)OVD

gue expresa simplemente que el ndmerc de equivalentes de
dcido en todo el sistema ha de permanecer constante a lo
largo de todo el proceso.

Despejando la concentracidn de &cidc en la capa
acuosa después de extraer, es decir, concentracidn de écl
do remanente, resulta:

(Ac) v_— (Ac) v (Ac) Vv

(Ae), = 2 =2 = (Ag) - ——22

v )

a a
b = Relacidn de equivalentes dcido/DUA antes de

extraer.
- (Ac)va i (Ac)va i (Ac) v,
(DuA)v_ 0,1 V_ 0, 1x50x10™>

ya que V en todas nuestras extracciones es de 50 ml de -
solucidn®de DUA 0O, 1M.

5x10 b
Va T ———
(Ac)
(Ac)(AC)OVD
(Ac) = (Ac) = ——— 20 <

5x10 b
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(AC)DVD

5x10-3b

= (Ac)| 1 -

Para saber la cantidad de dcido presente en la
fase orgénica, después derealizada la extraccidn:

(Ac) v
(Ac) - (Ac) °8 _ - (Ac)

3 a

5b 10"

(AC)OVD

Ac) = [Ac) = ([ACc) ———m—m——t
(Re) - (o) = (he) —=2

(he) - (o) 5.5-10" =(Ac) V
(Ac) (Ac) ee

(Ac) V_ = 5x10b [1 - -Eéfzg—
oo (Ac)

Por otra parte

Y (AC)DVD (Ac)va - (Ac)ava
B=—0D-= = =

Vv (Ac)ava (Ac)ava

(4c)
(0),

dcido fase corgédnica/fase acuosa después de extraer.

- 1 = Relacidn de equivalentes de

%E = Tanto por ciento de dcido extraido=
s (Ac)a 7
= 10011 - — |
(Ac) )

Es interesante comprobar experimentalmente la
relacidn gue existe entre la cantidad de &cido que ha sia
do extraido en funcidn de la concentracidn inicial del ——
mismo, para una misma relacidn de equivalentes &cido/DUA(h)
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y asimismo, como medida de la eficiencia extractora de la
amina, veremos el grado de extraccidn (B y D) de cada uno
de los dcidos en funcidn de la relacidn de equivalentes —
&cido/DUA (b), con objeto de conocer, a la hora de la ex-
traccidn de un 4cido determinado, el méximo valor de b —
compatible con el grado de extraccidn gue se desee.

La extraccidn debe de cumplir con la regla de -
las fases. Una vez alcanzado el eqguilibrio, la regla de -
las fases indica que:

V=C-F+2
siendo
V = varianzas o grados de libertad.
C = ndmero de componentes.
F = ndmerc de fases.

En estas extracciones vamos a emplear dos fases
acuosa y orgénica, y un soluto a repartir.

Luego si:
F=2; C=23
V=3-2+2=23

Suponiendo que trabajamos a temperatura Yy pre -
sidn constante, nos queda una tercera variable, que es la
concentracidn del soluto a repartir, o sea, gque si el re-
parto se realizase de una forma ideal, esto es, sin reac-
ciones gquimicas, asociaciones, disociaciones y actuacidn
de todos los equivalentes del acido, K, habrfia de ser —
constante para cualquier concentracidn-de solutc cornque -
trabajésemos. Esto no es f4cil que ocurra en las extrac -
ciones que nosotros estamos llevando a cabo, es mds, nues
tra extraccidn se basa precisamente en provocar una reac-—
cidn guimica, ademds de las posibles complicaciones que —
Se puedan presentar debido a la naturaleza especial de —
los compuestos a extraer.

Seglin hemos podido comprobar en la revisidn bi—
bliogréfica expuesta en los antecedentes de este trabajo,
¥y aunque no se trata de los mismos 4cidos ni de la misma
amina, a medida que aumenta la concentracidn inicial de a
cido, también aumenta en forma absoluta la cantidad de &4-
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cido extraido, pero nc sabemos lo que sucederd respecto
al % extraido, esto es, qué sucederd en forma relativa, -
aungque es posible que, al menos cuantitativamente, depen-
da de la relacién de equivalentes dentro de las concentra
cilones comparadas.

Podemos considerar de antemano que, para un &ci
do y concentracidn determinada, a mayores valores de b —
(relacidn de equivalentes &cido/DUA) el % de &cido extrai
do debe ser menor, aungue debido a la naturaleza de los &
cidos, es muy dificil de predecir.

Hemos sefialado algunos trabajos en los gue se =
ha pretendido, sin conseguirlo, establecer ecuaciones gue
expresen estos procesos de extraccidn. Tan sdlo para dci-
dos minerales monopréticos y a pequefias concentraciones -
se ha establecido una relacidn directa entre concentra —
cidn inicial y cantidad extraida, pero por ejemplo, el &-
cido sulfirico ya no cumplia las reglas.

Supuesta una temperatura determinada, la canti-
dad extraida de 4cido puede depender de la fuerza &cida:~
del mismo, perc a esto cabe objetar gque, a no ser que = -~
exista competencia y limitada cantidad de amina, a medida
gue se vaya consumiendo &cido disociado, el 4cido no disg
ciado lo hard rdpidamente, y podréd combinarse con la ami-
na, siendo extraido.

El carédcter mds o meno hidréfobo del dcido pue-—
de influir quizd en la mayor o menor dificultad .de acerca
miento de la molécula 4cida a la fase org®nica, pero ha -
bréd gue tener en cuenta que la difusidn del protdn a tem-
peratura ambiente es muy elevada,.y que una vez unido al
par electrdnico del nitrdgeno aminico, habrd una falta de
neutralidad eléctrica en ambas fases, gue necesariamente
habrd de terminar en muy poco tiempo.

En &cidos policarboxilicos como los estudiados
en este trabajo, la dificultad en las consideraciones ted
ricas aumentan, pues no sabemos si la reaccidn tendrd lu-—
gar de equivalente a equivalente &, por el contrario, ca—
da molécula de 4cido estard unida sdlo a una molécula de
amina. Es de suponer que esto Gltimo se realizard cuando
la relacidn de equivalentes &cido/DUA (b) sea elevada, —
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més o menos dependiendo del 4cido de que se trate.

Quizé sea interesante sefialar el grado de sobre
carga que una solucidén de DUA puede adquirir en determlna
das ocasiones. Esto serd debido a que le &cido sélo actie
por alguno de sus carboxilas, o bien que existan asocia —

ciones de unas moléculas de dcido con otras del mismo é01
do.

Cuantitativamente podemos expresarlo en forma
absoluta como:

= Sobrecarga = Ndmero de equivalentes de dci-
do extraido - Ndmero de equivalentes de DUA

Con relacidn a la DUA utilizada:

8r= Sobrecarga/Ndmero de equivalentes DUA
Podriamos también expresarlo como:

S, = Sobrecarga/b

Debemos considerar también el factor estérico,
por doble via, es decir, tanto en lo que a la amina se re
fiere como en lo que respecta al &cido.

Otro factor que influye es la posible asocia -
cidn entre moléculas de 4cido, una de ellas unida a amina
y la otra quizd no. Esto puede traer consigo una sobre —
carga de la amina extractora.

Algunos autcres sefialan también el arrastre de
moléculas polares, bien sea de agua u otro compuesto po -
lar gue se encuentre en la fase acussa. Esto ocurre con
algunos demulsificantes que diversus autores utilizan pa—
ra mejorar los rendimientos de la extraccién, como por e-
jemplo alcohol n-octilico. Entre los 4cidos tratados por
nosotros, tienen especial relieve los hidroxidcidos, y -
es posible gque puedan ser arrastrados lo mismo que el al-
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cohol n—octilico, por los grupos —OH.

Como consecuencia de todo lo expuesto, podemos
asegurar que es preciso realizar las extracciones y juz-
gar los resultados para ver el comportamiento de estos &-
cidos, no pudiendo preveer lo gue puede suceder antes de
haber hecho las citadas experiencias,

No podemos olvidar que el fin Gltimo de estos =
estudios de extraccidn con aminas de alto pesoc molecular
es la posible aplicacidn al andlisis de 4cidos proceden’ --
tes de fuentes naturales, y por ello vamos a programayr -
unos estudios previos de extracciones de solucicnes pa —
trén de los dcidos tipicos que es de preveer se encuen —
tren en los productos naturales, y ademds en las gamas de
concentraciones en que en éstos se van a encontrar.

Vamos a trabajar con concentraciones de &cidos
por bajo de 0,5N, concentracién que es dificil superar en
zZumos,

La relacidn en cantidad entre los 4cidos a ex .—
traer y el agente extractante es conveniente estudiarla
para conseguir después buenos resultados en el caso de —
gue se considere conveniente su aplicacidn.

Empezaremos por probar y estudiar la DUA frente
a diversos 4cidos-tipo, y, si los resultados son halagtie-
fios, la aplicaremos al estudio de diversos frutos.

Los &cidos patrdn utilizados para la primera se
rie de pruebas son: Acido succinico, dcido mélico, dcido
tartérico y dcido citrico. Tres pertenecen al ciclo de —
Krebs, son policarboxflicos todos ellos y tres contienen
grupos -0H. Ademds, en la serie succinico-mdlico-tartdri-
cao, el ndmero de grupos -0H va en aumento » por lo gue ve
remos si este aumento de grupos -OH influye en los coefi-
cientes de extraccidn de cada dcido, en igualdad de condi
ciones experimentales.

Todos ellos son 4cidos fundamentales en determi

nados frutos, y de ahi que se hayan escogido para chbser —
var el comportamiento de la DUA.
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lLas soluciones preparados son, en todos los ca-—
sos, 0,1; 0,2 y 0,3N de d&cido en agua destilada. E1 sol -
vente apolar elegido para preparar las soluciones de DUA
es el benceno, debido a su poco precio, poca polaridad, -
ser un magnifico disclvente de laDUA y por el contrario —
disolver muy mal los citados &cidos, al tiempo que es muy
poco miscible con el agua. Es fécil de purificar y elimi-
nar, ayudando ésto al buen desenvclvimiento de las opera-
ciones.

Para ver la variacidn de la cantidad de &cido --
extraido en relacidn a su agente extractante podemos rea-—
lizar varias experiencias manteniendo siempre constante
la cantidad de agente extractante y su concentracidn, al
tiempo que vamos variando de una forma gradual la canti -
dad de equivalentes a extraer.

En principio, mantendremos también constante la
concentracidn de 4cido, por lo gue conseguiremos variar -
los equivalentes de dcido tomando una serie de vallmenes
crecientes de solucidn acucsa del &cido considerado. Tra—
bajaremos independientemente con normalidades de &cido —
0,1; 0,2 y 0,3, pudiendo observar dentro de cada serie —
gué es lo gue sucede, sacando interesantes consecuencias
en la comparacidn de las diversas series.

Se podrd comprobar la influencia de la concen -
tracidn en el rendimiento de la operacidn, dato muy inte=
resante.

Si representamocs, por ejemplo, el % de &cido ex
traido en funcidn de la relacidn de equivalentes dcido ex
tractable/agente extractor, esto es, dcido/DUA, podemos -
construlr una curva de extraccidn para este &cido de con-—

centracidn inicial dada.

Para comprender mejor el comportamiento del a —
gente extractor, podemos construlr varics tipos de repre-—
sentaciones graficas, todo ello para cada concentracidn —
inicial de &cido. Asi podemos resefiar el Indice de extrac
cidén, coeficiente de reparto, relacidn de equiv. dcido en
fase orgénica/fase acuosa después de extraer, tanto por -
ciento extraido y grado de sobrecarga.
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Consideraremos siempre como variable independien-—
te la relacidn de equivalentes &cido/DUA antes de extraer
(b),Como segundo aspecto, representaremos y considerare -
mos todos estos valores indicados, pero comprarativamente
es decir, tomando los valores de las tres series de con -
centracidén dentro de cada 4cido, y por Gltimo, para cada
cancentracidn, haremos la comparacidn de los diferentes &
cidos entre si.

Un factor, comentado brevemente antes, es el tipo
y modo de agitacidn. Es obvio que si se pretende hacer un
estudio comparativo, el sistema de agitacidn ha de ser me
cédnico, y ademés, muy enérgico. Por otra parte, y como se
detallard en la parte experimental de esta Tesis, debe —
permitir la agitacidn simultdnea de la mayor cantidad po-
sible de unidades de extraccidn, ya sean iguales o de dis
tintos valores de b dentro de una serie de extracciones,
para evitar dentro de lo posible los errores experimenta--
les.

Es ideal que podamos agitar de una sola vez todas
las unidades de extraccidn de una serie.

La bondad del equipo de agitacidn se puede compro
bar fécilmente sin més que observar dos aspectos de una =
determinada serie de extraccion: Rapidez en el estableci-
miento del equilibrio de extraccién y reproducibilidad de
la operacidn. Todo ello puede hacerse de la siguiente ma=
nera: Disponer en el sistema de agitacién varios grupos o=
de unidades de extraccidn, comenzar #a agitacidn e ir sa-
cando de tiempo en tiempo un grupo de las citadas unida -
des de extraccidn. Si cada grupo de unidades de extrac —
cién da los mismos valores una vez realizados los andli -
sis pertinentes, es un dato a favor del sistema de agita-—
¢idn, y si comprobamos mediante el andlisis de cada serie
gue se alcanza el equilibrio de forma suficientemente ré—
pida, el método de agitacidn podemos considerarlo valido.

El procedimiento de valoracidén de la fase acuosa,
una vez realizada la extraccidn debe ser sencillo de efec
tuar, y suficientemente exacto para los fines que nos pro
ponemos. Como se trata de valorar un Acido débil en fase
acuosa, el método que podemos considerar como mds iddneo
es una volumetria de neutralizacidn, utilizando como indi
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cador la fenclftaleina para valorar todos los grupcs car—
boxilos de los dcidos empleados.

Tal y como se indica en la parte experimental,
les voldmenes empleados son peguefios por requerimiento de
los sistemas de agitacidn, y es necesario utilizar en al-
gunos casos técnicas de microvaloracidn. En el caso con -
creto de algunos &cidos se intentd aplicar técnicas pola--
rimétricas, empleando para ello un aparato Perkin-Elmer
modelc 141 que puede emplear microcubetas y aprecia has-
ta la milésima de grado de poder rotatoric, de forma digi
tal. Hechas las pruebas pertinentes, el método se descar-
td debido a que inclusc pequefias cantidades de solventes
apolares, en este caso benceno, falsea un poco los resul-
tados, lo suficiente como para eliminar el procedimiento.
Se intentd aplicar el método a tartdrico y mdlico.

Para el andlisis de dcido citrico se intentd un
procedimiento fotocolorimétrico, y, aungue sea suficiente
mente exacto, no suponia ventaja frente al volumétrico -
normal y consume mds tiempo que éste Gltimo.

La fase acuosa, después de realizada la extrac-
cidn, contiene, come se ha indicado, pequefiisimas cantida
des de benceno, pero se ha comprobado que no influye en -
los resultados del andlisis volumétrico. Esta prueba se -
hizo agitando una solucidn valorada de Acido con benceno
puro, dejando decantar y valorando de nuevoc. Las diferen-—
cias obtenidas estdn dentro del error experimental. Tam -
bién se procedid a lavar la solucidn acuosa extraida, con
teniendo como antes hemos indicado, pequefifsimas caentida-
des de benceno, gue es ldgico tenga su parte proporcio -
nal de DUA o sales de DUA, con benceno purc. Valorando an
tes y después del citado lavado, no se aprecia variacidn
en los resultados obtenidos. Lo mismo sucede si se filtra
la solucidn acuosa, es decir, tampoco se aprecia varia -
cidn antes y después de filtrar. Naturalmente, para gue -
todo esto se cumpla y la valoracidn sea exacta, €s nece -
saric que haya separacidn total de fases, esto es, que am
bas fases gueden totalmente transparentes, y eso sdlo se
consigue después de cierto tiempo( unas 24 horas segin ha
remos constar en la parte experimental ).

La valoracidn se 1lleva a cabo tomando 3 mues -
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tras de cada unidad de extraccidn, y si tenemos en cuenta
que cada unidad de extraccidn estd realizada por partida
triple, cada punto de las curvas de extraccidn esté avala
do por tres extracciones y nueve resultados analiticos,
lo que hace gue las conclusiones sean de gran fiabilidad.

.- Una vez completado este primer estudioc del com-
portamiento de la. DUA frente a soluciones de un sélo &ci-
do de normalidad conocida, pasamos a comprobar otro fac -
tor importante como pasc previo a la aplicacidn de esta a
mina en el estudio de sustancias naturales. Si interesan—
te es ver cuanto 4cido podemos extraer, también es intere
sante determinar cémo podemos recuperarlo y comprobar ade
més si el dcido aislado es de pureza suficiente.

El tratamiento necesaric para romper la sal de
amina formada y volver a poner en solucidn acuosa el 4ci—
do extraido constituye el proceso de reextraccidn, y esta
operacién, unida al procesoc de purificacidn y eliminacidn
de solvente y otras sustancias hasta dejar puro el 4cido
en cuestidn, constituye lo que podemos llamar recupera —
cidn del mismo.

Es obvio gque si tratamos la fase bencénica que
contiene la sal de DUA y &cido orgdnico con un gran exce-
so de dcido mineral, por ejemplo solucidn acuosa de &cido

- clorhidrico, éste ultimo desplazard al primero por forma—

cién del correspondiente clorhidrato de DUA, y €1 dcido -~
orgénico libre pasard a la fase acuosa que contiene el ex
ceso de dcido clorhidrico empleado. Podemos decantar la
fase acuosa, evaporar parcialmente el agua que contiene
el dcido, lavar algunas veces con benceno puro, evaporar
a sequedad a presidn reducida y tendremos el 4cido en —

cuestidn aislado.

Todo esto queda representado en el esquema de
la p&gina siguiente.
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SAL ACIDO-DUA
(o)
Solucidn acuaosa
conteniendoc gran
exceso de C1lH

{ AGITACION

EMULSION
(formacién de C1H.DUA)

{ REPOSO
FASES SEPARADAS

DECANTACION

ACIDO LIBRE CLORHIDRATO
EXCESO C1H, . DE DUA
(a) (o)

Concentracidn
parcial

Lavados con
solvente orgédnico

ACIDO LIBRE Solucidn
EXCESO ClH(a) apolar de
; lavados

Eliminacidn agua
y parte del C1H
a presidn reducida

Lavados con agua
y eliminacidn solv.
presidn reducida

L

ACIDO LIBRE
AISLADO
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También se han hechc pruebas para ver si el pro
ceso de reextraccidn se puede considerar como cuantitati-
vo. Concretamente se ha realizado ésto para el 4cido ci —
trico, teniendo en cuenta que el procedimiento de volume-
tria de neutralizacidn no puede utilizarse ya, pues hay =
mexcla de &cido citrico y clorhidrico. En estas circuns —
tancias se ha preferido un procedimiento fotocolorimétri—
co, utilizando cloruro férrico y midiendo frente a un —
blanco a 445 nm.

Comprobaremos que el &cido se aisla en buenas —
condiciones de pureza cristalizéndolo, viendo su punto de
fusidn y viendo si coincide con el caorrespondiente quimi-
camente puro.

Otro posible procedimiento consiste en tratar —
la solucidn bencénica con solucidn acuosa bdsica, bien —
sea con hidréxido sddico o potésico, o con una sal bésica
del tipo carbonato sédicou. Ambos procedimientos tienen el
inconveniente de que se obtiene la sal del &cido reextrai
do, pero sobretodo es precido hacer notar gue esta sal se
encontrard en un medio muy b&sico. Normalmente, el medio
bédsico molasta mds que el medio dcido, pues puede provo —
car mds alteraciones en determinados dcidos, aungue esto
no quiere decir que el medio 4cido no moleste en algunas
ocasiones.

El medio 4cido tiene la ventaja de que, en el -
caso de utilizar clorhidrico, tal y como lo hemos hecho —
nosotros, los dcidos orgdnicos quedan libres y se puede -
eliminar fdcilmente por evaporacidn el ClH sobrante.

S5i tratamos de evaporar el disolvente en la re
extraccidn bédsica, aunque la operacidn se realice a vacio
es al fin y al cabo calentar en medio bédsico, y esto pue-
de originar transformaciones en muchos casos teniendo en
cuenta que vamos a trabajar con 4cidos polihidroxilados y
cetdnicos. Ciertamente el medio &cido pude praducir des -
carboxilaciones de los muy l4biles.

Siempre nos encontraremos con una sal y el res-
to de la base, a no ser que empleemos hidrdxido amdnico,
siendo en caso de reextracciones de tipoc bdsico, el agen-
te a emplear. Aunque el medio b&sico por &1 provocade pug
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de alterar algdn compuesto, en el caso de intentar el ang
lisis de dcidos inestables en medio 4cido, serd el agente
reextractor a utilizar.

Si tratamos con 4cido mineral, por ejemplo ClH,
dejaremos libre el dcido, y obtenerlo de esta manera una
vez eliminado el disolvente a presidn reducida.

Podemos recurrir sin embargo al empleo de resi-
nas catidnicas con objeto de desalar la fase acuosa. E1 -
proceso de realizard con una resina catidnica tipo 4cido
sulfdnico en ciclo hidrdgeno, con lo que atraparemos los
cationes de la fase acuosa, pero ésto obliga a una opera—

cidén mds que en el caso de la reextraccidn en medio 4ci-
do.

En el esquema de 1la pdgina siguiente podemos a—
Preciar mejor lo anteriormente expuesto.
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ESQUEMA DE REEXTRACCION BASICA
(SAL DE DUA)D

Sol. acuosa
MeCOH

AGITACION

EMULSION
(Sal de Me, DUA libre
y MeOH en exceso )

REPOSO
1

FASES SEPARADAS

DECANTACION

(SAL DE Mé.”—’dh.———-—___—h-_‘"“*-(DUA LIBRE),

MeOH exceso)a

DOWEX-50

(H")

SAL DE Me Eluato con
MeOH exceso ACIDO LIBRE

Eliminacidn
’solvente

Tratam. con
C1H

Acido libre
C1lMe

Extraccidn
solvente
orgdnico
ACIDO EN SOLUCION
Eliminacidn
solvente

ACIDO LIBRE e
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En el caso concreto de que la reextraccidn se -
realice con hidréxido aménico, el conjuntoc de la opera ——

cidn difiere algo, pudiendo resumirse en el siguiente es-—
guema: :

(SAL DE DUA)D

NH40H conc.

AGITACION
EMULSION

(Sal aménica, DUA libre
y NH40H en exceso)

REPOSO

FASES SEPARADAS

/w

(sales amdnicas y (DUA libre)D

H :
NH40 en exceso)a

Evaporacion a
presion reducida

SALES AMONICAS

I Formacidn direeta
DOWEX=50 de posibles derivdos
(H*)
' ANALISIS
Soluc. dcidos
Eliminacidn
disolvente

# a presidn red.

ACIDO LIBRE
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Hay otro puntoc que interesa sefialar: Las solu —
ciones bencénicas de DUA pueden ser regeneradas perfecta—
mente. Por tratamiento con gran exceso de solucidn acuosa
de base fuerte, logramos dejar la DUA libre, y después de
algunos lavados con agua destilada, tenemos preparada de
nuevo la solucidn de DUA para futuras extracciones.

Es aconsejable, en el caso de pruebas comparati
vas o extracciones de gran precisidn, utilizar soluciones
recién preparadas de DUA.

Siempre puede recuperarse la DUA empleada ante-
riormente por destilacidn a vacio, una vez dejada libre
por tratamiento con base fuerte, aunque en determinadas -
ocasiones también podamos recurrir al arrastre con vapor
de agua como método de purificacidn previa. Si se emplea
alto vacfo, puede destilarse cdmodamente a unos 150°C, -
como se detallard méds adelante.

La segunda parte de este trabajo de investiga --
cidn se refiere a las aplicaciones de la DUA a la extrac-—
cidn y aislamientor de dcidos procedentes de pulpa o zumos
vegetales.

La confirmacidn de la bonddad como agente extrac
tor podemos comprobarla aplicéndola a la siempre compleja
extraccidén de &cidos que se encuentran acompafiados por un
gran nimero de sustancias gue pueden interferir o moles —
tar en el conjunto o en parte del proceso de extraccidn.

Serd interesante comprobar cuanto &cido, conte-
nido en un zumo, extrae. Previo andlisis del mismo pode —
saber cudnto hay originalmente y una vez hecha la extrac-
cidn calcular el rendimiento de la operacidn.

Como hemos podido constatar en los antecedentes
bibliogrdficos, hay infinidad de autores que emplean re—
sinas de cambio para el aislamiento de &cidos en zumos.
La comparacién de la eficiencia extractora de la DUA con
respecto a la de las citadas resinas de cambio idnico nos
dird hasta gué punto podemos sustituir dichas resinas por
soluciones bencénicas de DUA.

Podemos expresar mejor nuestra intencidn median
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te los siguientes esquemas, aunque guiero aclarar gue pa:
ra el primer aspecto de andlisis de zumos, se ha elegido
alguno que contenga fundamentalmente un componente, o al
menos que el componente controlado cuantitativamente sea
mayoritario.
ZUMO
And&lisis previo
Purificacidn
ZUMD PURIFICADO
Tratamiento con
sol. bhencénica
de DUA
* AGITACION
EMULSION
‘ REPOSO

FASES SEPARADAS

DECANTACION

\-

ZUMD EXTRAIDO (SALES DE DUA)_

Purifica
cidn por
lavados.

Trata -
mientg -
con exce
so de é-
cido C1H

(Acidos y ClH)a‘* 1

lavado con benceno vy eli—-l (C1H DUA)D

minacién de agua y C1H
ACIDOS A ANALIZAR
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A pesar de que existe bibliografia referente -
al comportamiento de las resinas anidnicas comerciales en
la extraccidn de &cidos en zumos, siempre es un poco pro-—
blemdtico el adoptar como buenos unos valores concretos
para un fruto determinado, pues, en primer lugar, los di-
versos autores no estédn totalmente de acuerdo, sobretodo
en el aspecto cuantitativo, y a vaces ni siquiera en el -
cualitativo. Por otra parte, la época del afo, clima y va
riedad de la fuente natural escogida influye a veces enor
memente en su composicidn. Por todo esto, es preferible -
realizar dos procesos paralelos, uno de ellos empleando =
DUA como afente extractor y otro en el gque se utilice una
resina comercial ampliamente utilizada.

Como se ha hecho notar en los antecedentes bi-
bliograficos, la comparacidn entre resinas sélidas de na-
turaleza amina primaria o secundaria y soluciones de ami-
nas liguidas parece indicar que se obtienen mejores resul
tados con estas Gltimas. Puesto gue este aspecto estd en
cierto modo estudiado, hemos preferido comparar la DUA —
con resinas sdlidas de tipo sal de amonioc cuaternario. U-
na de ellas, ampliamente utilixads es la Dowex-~1X8(20 =50
mallas). Para hacer el estudic m&s completo, la Dowex1X8
ha sido probada en ciclo acetato y ciclo -(OH.

Podemos resumir esquemdticamente el proceso de
la forma siguiente:

ZUMO VEGETAL
Purificacidn

Toma de muestras iguales

MUESTRA I MUESTRA II

Tratamiento con DUA Bratam%ento con
OWex—

EXTRACTO I EXTRACTO II
Andlisis Andlisis
cuantitativo : cuantitativo

)
RESULTADOS I RESULTADOS II

COMPARACION
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Desde el puntoc de vista cuantitativo, hemos de
tener en cuenta que se ha de emplear el mismo ndmero de -
equivalentes de DUA y Dowex-1, pues no seria vélido un re
sultado obtenidc mediante el empleo de cantidades diferen
tes de los agentes extractcres .utilizados.

51 los resultados obtenidos son positivos, el -
empleo de las aminas de alto peso molecular en la extrac-—
cidn liquido-liguido puede generalizarse, pues aungue co-
mo veremos en la parte experimental y ya hemos indicado -
antes, las soluciones deben de dejarse en reposo durante -~
bastante tiempo, si trabajamos a pequefia escala(micro & -
semimicro) las separaciones pueden llevarse a cabo por —
centrifugaclidén de una manera excelente y total. Aprove ——
chando esta rapidez de separacién y algunos factores mds,
como el trabajar siempre a temperatura ambiente y manejar
en todas las fases del proceso no més de 5-6 ml, sin te -
ner que concentrar nunca, formande los derivados para and
lisis en el mismo recipiente de la extraccidn, reextrac—
cidn y liofilizacidn, se puede realizar andlisis en un —
corto espacio de tiempo y con garantias de exactitud.

El esquema de un proceso micro nos dard una i-
dea de conjunto de todo el procedimiento de andlisis.

Se indican los vollmenes usuales que pueden u —
sarse concretamente para el alpechin de la aceituna, pro-
ducto natural en el que hemos aplicado el citado procedi-
miento a esta escala micro.

ALPECHIN PURIFICADO(1-2 ml)
en vial

4 ml solucidn Q,5M
de DUA en benceno

AGITACION 5 minutos

CENTRIFUGACION 10 min.

FASE ACUQOSA FASE BENCENICA
separada con Jjeringa en vial (4ml)
1 ml agua

destilada
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1 ml agua destilada
AGITACION 2 minutos

CENTRIFUGACION 10 minutos

/\
FASE ACUOSA FASE BENCENICA
separada con en vial
Jjeringa
1 ml agua dest
AGITACION
2 minutos
CENTRIFUG.
FASE ACUDSA FASE BENCENICA
separada con .
. en vial
Jjeringa
1 ml agua dest
AGITACION
2 minutos
CENTRIFUG.
10 minutos
FASE ACUDSA /:/-\QE BENCENICA
separada con en vial
Jjeringa
1 ml C1H 6N
AGITACION
5 minutos
CENTRIFUG.
10 minutos
FASE ACUOSA FASE BENCENICA
en vial

4 ml benceno

AGITACION 5 min
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AGITACION 2 minutos

CENTRIFUGACION
10 minutos
FASE ACUDSA = [FASE BENCENICA
en vial separada con
Jjeringa

4 ml benceno

AGITACION 2 minutos

CENTRIFUGACION
10 minutos
)
FASE ACUCSA FASE BENCENICA
en vial separada con
Jjeringa

4 ml benceno
AGITACION 2 minutos

CENTRIFUGACION
10 minutos

‘\
FASE ACUDSA FASE BENCENICA

en vial separada con
Jeringa

ACIDOS AISLADOS
dispuestos para
formacidn de dg
rivados.

LIOFILTZACION

Es preciso indicar que se puede seguir un proce
so andlogo con reextraccidn con hidrdxido amdnico si no
importa el obtener al final sales amdnicas. Sumando los -
tiempos indicados en todo el proceso se puede apreciar -
que el andlisis se hace en unas dos horas. Naturalmente
se podrd aplicar el proceso si disponemos de métodos pre—
cisos de microandlisis.
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Métodos de andlisis.-

Teniendo en cuenta que hemos de analizar mez —
clas complejas, los procedimientos analfticos utilizados
han de darnos la composicién cualitativa y cuantitativa
de los compuestos que integran la mezcla extraida y reex—
traida previa separacién de los mismas.

Tal y como hemos podido apreciar en la revisidn
bibliogréfica, los procedimientos gue se emplean hoy dfa
son todos cromatogréficos.

En principio, segln la manera de operar, pode -
mos agrupar estos métodos en cromatografia de papel y ca-
pa fina por una parte, y por otra en columna, bien sea de
absorcidn o reparto, aunque a veces se emplea una combina
cidn de unas y otros. Refiriéndonos a la cromatografia de
papel y capa fina, los 4cidos son en general dificiles de
analizar, debido a que los cromatogramas son una cola con
tinua en la que no siempre se distinguen bien las manchas
en las que estdn situados los diverscs 4cidos. Ademéds, mu
chos dcidos son capaces de dar més de una mancha en el —
cromatograma, con lo que su interpretacién se complica. -
Si a todo esto afadimos el que vamos a realizar andlisis
de sustancias précticamente no investigadas y de gran com
plejidad, podemos fécilmente comprender gue por si sdlo -
este procedimiento no puede ser tenido en cuenta. Puede -
servirnos, si fuese necesario, para confirmar o comprobar
algin detalle.

Es preciso hacer notar que podemos esperar mi -
crocomponentes que deseamos determinar, lo que es una nue
va razdn para no considerar estos procedimientos como los
més iddnecs.

Por fin, el hecho de gue deseemos realizar los
andlisis de forma cuantitativa, descartan la cromatogra -
fia en papel y capa fina, pues aungue existen varios pro-
cedimientos para el andlisis cuantitativo en papel y capa
fina, mediante fotodensitometrfa, colorimetrfa o medidas
de fluorescencia, no tienen la precisidn deseable.
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Podemos emplear una combinacidn de cromatogra -
fia liguido-liquido en columna con la cromatografia en pa
pel o capa fina. Mediante la columna podemos separar gru-—
paos de sustancias que serifan despues cromatografiados en
papel o capa fina. Sigue existiendo el problema del anédli
sis cuantitativo.

Otra técnica con posibilidades de empleo es la
formada por una columna en la que se va valorando(volume-
tria dcido-base) el eluyente, con lo que se cbtiene valo-
res cuantitativos, procediéndo a identificar en papel o -
capa fina cada uno de los dcidos medidos cuantitativamen-—
te al salir de la columna.

Debe descartarse totalmente el emplec de la cro-
matografia lIquido-lfquido en columna para la separacidn
de los diversos dcidos e identificacidn de los mismas por
los volimenes de retencidn de cada uno de ellos, pues el
método, por inexacto, no se emplea en la actualidad.

En todos los sistemas de cromatografia liquido—
liquido nos vamos a encontrar con el ndmero insuficiente
de platos tedricos gue nos permitan. buenas separaciones -
de mezclas complejas.

Debemos ademés contar con la gran lentitud de to.
dos estos procedimientos.

Lo ideal es encontrar un método que nos permita
separaciones excelentes, poder trabajar de forma cuantita
tiva y a ser posible con gran rapidez y desde luego de —
gran sensibilidad. Un procedimiento que cumple todas es:=—
tas condiciones es la cromatografia de gases, en sus va -
riantes de cromatografia gas-liquidoc & gas-sdlido.

Ya hemos resefiadc varios trabajos en los que se
compara procedimientos més clédsicos con el de la cromato-—
grafifa gas-lIguido, modalidad mds empleada. Los autores
concuerdan en que es superior el andlisis por cramatogra-
fla de gases debido a su exactitud, repetibilidad, sensi-
bilidad, rapidez y facilidad para hacer medidas cuantita-—
tivas.

Una buena columna de relleno posee alrededor de
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5000 platos tedricos, y los detectores gue hoy se utili
zan permiten detectar hasta Nanogramos de componentes in—
yectados. Los anédlisis raramente superan la hora en cuan—
to a duracién, y los buenos cromatgrafos de gases permi -
ten un control de pardmetros que aseguran un minimo error
en las pruebas cuantitativas qgue se realizan.

La cromatografia de gases es hoy una técnica —
muy extendida, por 1o gue la descripcidn de los aparatos
normales no es necesario. Tan s6lo especificaremos carac—
teristicas técnicas de los utilizados, modificaciones que
se hayan realizado Yy operaciones que son necesarias para
calcular, confeccionar Y probar las columnas que se vayan
a utilizar.,

La cromatografia de gases, hablando en general,
abarca todos aquellos pProcesos cromatogrdficos en los que
la fase mSvil utilizada sea un gas. La principal limita -
cidn es gue sélo puede aplicarse a sustancias que sean vo
ldtiles, es decir, que tengan una presidn de vapor sufi —
cientemente elevada en las condiciones en que trabajemos,
Yy POr supuesto, que no se descompongan ‘en esas condicio-
nes de trabajo. Ya hemos mencionado, sin embargo, que a -
veces se busca intencionadamente 1la destruccidn de las —
sustancias a analizar( métodos de pirdlisis), con objeto
de caracterizarlas en funcidn de sus productos de decompg
sicidn, pero no es una técnica corriente, y por supuesto,
muy poco aplicada a los compuestos que nosotros analizarg
mos.

El método contrario al visto para el andlisis -
de sustancias no voldtiles consiste en formar derivados -
de las mismas que tengan una suficierite tensidn de vapor.
Ya comentaremos mas adelante los tipos de derivados usa —
dos, sus ventajas e inconvenientes.

Nuestro trabajo versarg sokre la modalidad deng
minada cromatografia gas-liquido,casc particular de lo —
que antes hemos definido comg cromatografia de gases.

Emplearemos columnas con una fase estacionaria
liguida, y a esto se debe su denominzcidn gas-liquideo.

Los gases practicamente No presentan interac —



PARTE TEORICA 95

ciones entre sus moléculas, ni tienmen capacidad para desa
lojar las moléculas de soluto con suficiente tensidn de —
vapor de la fase estaclonaria siempre que estén fijadas —
a ella por fuerzas intermoleculares, porque la relacidn -
de las fuerzas de atraccidn intermoleculares entre gases
y liguidos es del orden de 1:10000.

Hemos aseguradoc antes que la cromatografia de —
gases es un método analitico rédpido, y ello se debe a la
diferencia de difusividad entre liquidos y gases, siendo
su relacidn en el orden indicado de 1:4100000. En cromato-
grafig de_gases la velocidad Sptima de flujo es del orden
de 10°=10" veces superior a la fase liquida, ademds de -~
que en fase liguida el equilibrio de la separacidn se al=
canza de manera mucho méds lenta.

Incluso si consideramos gue hacemos una cromato
grafia liguido-liquido a la misma temperatura gue otra de
cromatografia de gases, la viscosidad de los liguidos es
bastante apreciable, por lo que no se puede utilizar co -
lumnas muy largas sin someter el sistema a presiones exce
sivas. En el caso de cromatografia de gases, se utiliza a
veces columnas extremadamente largas, pudiendo relizarse
buenas separaciones hasta en 15 segundos.

La cromatografia de gases presenta muchas venta
Jas, pues se pueden detectar fdcilmente los diversos com—
ponentes separados a la salida:de la columna y evaluarlos
cuantitativamente inclusc en cantidades pequefifsimas. En
el caso de los detectores catarométricos podemos detectar
hasta una parte por millén, y con los detectores de ioni-
zacidn, hasta una parte por mil millones de gas portador.

Las cantidades de sustancias manipuladas son -
del orden del miligramo, e incluso del microgramo. Se pue
de citar articulos recientes en los que se ha puesto a —
punto métodos para la determinacidn de nanogramos de amiz
nodcidos para la determinacidn de los mismos en extractos
acunsos de los materiales de la superficie lunar traidos
por los Apolos norteamericanos(142).

En el presente trabajo utilizaremos la modali -
dad de cromatografia gas-lfquido, puesto que las bandas —
de elucidn son estrechas, dan picos de elucidn simétricos
y el eguilibrio de distribucidén del solutoc entre la fase
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mévil y estaciocnaria se alcanza répidamente, lo que permi
te operar a grandes velocidades de gas portador y obtener
separaciones en tiempos relativamente cortos.

Cuando se necesita realizar una separacién cro-
matogréfica puede seguirse dos caminos diferentes: Consul
tar bibliograffa, adoptar una columna y condiciones con. -
cretas y pedir a las firmas suministradoras la determina-
da columna, a veces incluso probada, o bien, previa con =
sulta orientativa de biblicgrafia, proyectar, construir y
rellenar una columna, estableciendo asimismo las condicio
nes Sptimas de trabajo, es decir, seguir un método esta -
blecido de anélisis o bien encontrar o modificar otro.

En este trabajo, las columnas utilizadas en los
andlisis cualitativos han sido las standard suministradas
por casas comerciales, pero para el estudio cuantitativo,
las columnas han sido calculadas y hechas por nosotros, -
al tiempo que también hemos determinado las condiciones -
de trabajo.

Antes de hacer una breve introduccidn de la for
ma de calcular rellenos y columnas quiero hacer hincapié
en que nos vamos a cefiir a las normas dadas por la Inter—
national Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) en -

Febrero de 1972(143). Para no extenderme demasiado sélo —

detallaré la figura geométrica del cromatograma y su no -
menclatura. Los demés términos que se utilizan pueden ser
consultados en la referencia (143).

Teniendo en cuenta que utilizaremos un detector

de tipo diferencial, el cromatograma obtenido tendrd la —
forma siguiente:

Y

]

(a)

F P | @G\ Ip

' -—.-q
- -
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Volumen muerto -V, : Volumen de gas de transporte
requerido para eluir un componente no retenido en la co -
lumna (DA), incluyendo el wvolumen de inyeccidn y de detec
tor (0X, XxY) -

Base del pico: Interpolacidén de la linea de ba-—
se entre las extremidades del pico (cD)

Area del pico: Area comprendida entre el pico y
la base del pico (CHEJD). '

M&ximo del pico: Punto del pico cuya distancia
a la base del pico, medida en una direccidn paralela al e
Jje gue representa la respuesta del detector, es méxima(ET

Altura del pico: Distancia entre el méximo del
pico y base del pico, medida en direccidn paralela al eje
gue representa la respuesta del detector (BE).

Anchura del pico W : Segmento de base de pico
interceptada por tangentes a los puntos de inflexidn a am
bos lados del pico Yy Proyectados en el eje gue representa
tiempo o volumen (FG).

Anchura del pico a media altura W ¢ Longitud
de linea paralela a la base del pico y corta’'a la linea -
de altura por la mitad, tomada entre las intersecciones
con el pico.

Vamos a ver a continuacidn las ecuaciocnes y de-
terminaciones que en la préctica se han de seguir para dg
terminar los pardmetros de una columna y separar lo mejor
posible una serie de sustancias,

La relacidn que existe entre la velocidad 1i —
neal conque un gas circula a través de una columna y el =
gradiente de presidn a que estd sometida en un puntoc de—
terminado nos la da la ley de Darcy generalizada: ‘

k dp

U = = o

q dz
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donde u es la velocidad intersticial del gas portador en
el punto de la columna que dista z del principic, _ signi
fica la viscosidad del gas, dp es “el gradiente de pr8516n
en un elemento de columna dz, y k es una constante carac-
teristica de la columna utlllzada, de sus dimensiones y —
forma geométrica, y se denomina permeabilidad.

Suponiendo que el gas se comporta como ideal,

P u=p;t U

indicando el sufijo o que se trata de valores tomados a -
la salida de la columna. Introduciendo esta suposicidén, -
podemos integrar, cbteniendo:

2
p

2pOuD

Z + constante = = -E—

cuando z = 0 (entrada de columna), p = Piv Y obtenemos -
que

2 2
5 - k pl—p
n 2p0uD

cuando z = L (salida de columna)

2
k Pi~ P
L= 2p_u
T P

y relacionando estas ecuaciones obtenemos que:

2 2
z Pi~FP
C~- "2 =2
pi ~ P

obteniendo al representar esta ecuacidn una familia de
curvas una para cada valor de pi/D v Y que por su forma -
nos indican gue en la columna hay un gradiente de presidn
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grande al principioc de la misma, disminuyendo después.

Podemos transformar esta expresidn de manera —
gue intervengan las velocidades lineales del gas portador

(py/p,)° = (u /u)

(py/p)" = 1

rIN

La velocidad media u para toda la columna puede
calcularse asi:

u =

L _ L
tM '/EL Eﬁ_
siendo t,, igual a tiempo muerto, tiempo que tarda el gas
portador”en recorrer la columna.

Podemos llegar por fin a la expresidn:
(Di/DD)Z— 1

) (pi/po)a— 1

AV N O8]
c

en la que podemos calcular u en funcidn de u_ .

Es interesante seflalar que existe un factor j
de correccidn de la compresibilidad o factor de obstruc-—
cién de JAMES y MARTIN(144), dado por:

2
(py /P )= 1

(pi/po)a- 1

|
Nl w

En la prédctica podemos calcular Yo de la siguien
te manera

u = x velocidad del registro grdfico
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siendo 90 la distancia que en el cromatograma corresponde
a tM' es decir, QOA.

q viene tabulado para los distintos gases utili
zados como portador, pero la relacidn entre .y T nos la
da una ecuacidn que concretamente para el nitrdgerio es:

0,718
N=k T

Es més cémodo medir directamente en representaciones gréa-
ficas de esta curva publicada con este Dbjeto(145)

Podemos calcular la permeabilidad de una colum—
na de la siguiente manera:

a) Hallar d_a tres valores diferentes de B,
(Em es la presién leida en mandmetro ).

b) Balcular los correspondientes valores de uo
2,2
c) Representar u_ frente a (pi/pD -1)

y la pendiente serd E —gE—, de donde podremos calcular k

En una columna de relleno el volumen ocupado -=
por la fase mdvil es pequefioc en relacidén al wolumen total
de la columna (5), pues la mayor parte de este volumen lo
ocupa el relleno. Hay un término que nos da idea de la —
fraccidn de volumen que ocupa la fase mévil, y es la frac
cidn intersticial de la columna (Ei). Podemos calcular es
te valor de la siguiente manera:

u = c____ = (o} po 1
n] 'TII‘ZGI m Ta Pq nI‘2€I

donde F_ es el flujo volumétrico a la salida de la colum-
na medidoc a la temperatura de la columna y presidn normal
F_es el flujo volumétrico a la salida de la columna, me-
dildo a temperatura y presidén ambientes, esto es, el gue —
se mide en la prdctica con el flujémetro, r es el radio -
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de la columna, pues normalmente son circulares (radio in.-
terior), T_ es la temperatura absoluta del medic ambiente
P, es la presidn que se puede leer en el bardmetro del la
boratorio y P es la presidn barométrica corregida a 25¢C

Los valores de retencidn de una sustancia los —
podemos medir de la siguiente manera: -

Factor de capacidad 5; puede ser hallado

k' = G=do
dO

Para un soluto determinado, el cdlculo se realiza por in-
yeccidn de la muestra en el cromatografo y medida directa
sobre el cromatograma de d_(0A) y d (0B)

La’ relacidén frontal también puede calcularse -
con estos datos:

aungue tiene poca importancia y no tiene el mismo signifi
cado gue el acostumbrado en TLC

‘Volumen de retencidn neto MN:

T P d-d
. c 0 o
VN=‘J_—— Fm
Té Ph velocidad de registro

En la prdctica pD/pn se toma como la unidad.
Volumen de retencidn especifico Mg:

Podemos expresarlo como

1 2723 Fo d - dg

Vg - W T P J Fm veloc. de registro-

L a

teniendo en cuenta que
ria que contiene la colu

es el peso de la fase estaciona
na.

S
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Retencidn relativa EA/B:

dA - d.
Puede expresarse como 1

=) »
= — — segun
A/B dg - 9

distancias en el cromatograma, aunque segln las normas de
la TUPAC se expresa en funcidn de volimenes de retencidn

(Vgda M (V')

(Vglg (g (Ve

“a/B

volumen de retencidén ajustado.

3 1
siendo ¥ R

Variacién de los voldmenes de retencidn especi-
ficos con la temperatura de la columna:

Podemos representar gréficamente los logaritmos
de los volimenes de retencidn especificos respecto al in-
verso de la temperatura de la columna, haciendo primero -
la inyeccidn de cada uno de los patrones a varias tempera
turas de columna, calculandc sus correspondientes V. vy re
presentando después grdficamente lo encontrado. Obtgndre—
mos as! una serie de rectas tal como se indican en la fi-
gura siguiente:

loqVq | /*"’ ‘//////l //////////’

A=
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Cuanto mds alejadas estén las rectas de una pa—
reja de compuestos, mejor podremos separarlos. Si las rec
tas correspondientes a una pareja de compuestos no son pa
ralelas intentaremos establecer en las columnas la tempe-
ratura para la que las rectas estén més distantes. Los ——
puntos de cruce son temperaturas prohibidas para la sepa-
racidn de los compuestos representadas por las rectas en
cuestidn. Si a lo largo de toda la gama de temperaturas -
no hay separacidn suficiente de las rectas de algunos com
puestos, esto quiere decir que la fase estacionaria utili
zada es incapaz de realizar la separacidn.

Para una mezcla compleja, en gue se utiliza —
siempre la programacidn de temperatura, generalmente la -
Programacidn lineal, el grdfico nos es de gran utilidad,
pues nos permitird determinar la isoterma inicial y final
dédndonos una valiosa orientacidn para el célculo de la re
lacidn de calentamiento.

Es inevitable que la mejora de separacidn de u—
Na pareja determinada de compuestos traiga a veces consi-
go el empeoramientoc en la separacién de otros. Si la mez-—
cla es extremadamente compleja, aparte de los cdlculos —
preliminares, es la habilidad e intuicidn del gperador la
gue debe encontrar las condicicnes dptimas de separacidn.

El sistema grdfico anterior puede construirse -
con tiempos de retencidn en lugar de voldmenes especifi -
cos de retencidn, siendo igualmente valiose para la deter
minacidén de condiciones Sptimas de separacidn.

Cdlculo de la eficacia de una columna: Podemos
determinar la eficacia de una columna mediante el cdalculo
del nimero de platos tedricos n de la misma. Para ello em
pleamos un patrdn determinado,_y por medidas directas en
el cromatograma

d

\V]
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Cuanto mds estrechos sean los picos cbtenidos
més eficiente es la columna utilizada y mds ndmerc de pla
tos tedricos tendré.

Seglin las dltimas normas de la IUPAC

A
n=16—-2——
1}
En cromatografia de gases a temperatura progra-
mada el cédlculo de la eficiencia puede darse como

n=16

Para calcular V. hacemos la inyeccién del pa -
trdn con la programacidn R de temperatura elegida, calcu
lamos TR (temperatura de retencién), calculamos W oy des—
pugs hacemos otra inyeccién a isoterma TR, calculando en—
tonces el volumen de retencidn a esta temperatura. Des -
pués sélo guedard aplicar la anterior fdérmula.

El nimero de platos tedricos efectivos N viene
dado por /

= 4 Rs/®(-1)

En el andlisis de mezclas dificiles, no sdlo -
hay gue buscar el que los tiempos y volimenes de reten .-
cién sean lo mds diferente: posibles sino que ademds exis
ta el mayor nlmero posible de platos tedricos efectivos.
Sobretodo con vistas al andlisis cuantitativo, a veces es
preferible menor diferencia en tiempos de retencidn y con
seguir picos mas estrechos para que nc haya solapamiento
de los mismos. D( A/ gue por acuerdo es mayor que la uni-
dad,. es el factor Qe separacidn del componente A y el com
ponente B, § la relacidn de coeficientes DA/DB' que tam -
bién se denomina factor de capacidad k'.




Podemos escribir que

=2
1

9~ dg
4Ps [ g
B a]
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kl

ars /(¢ 1) = 4R/ o=~ 1 =
B

expresién vdlida si d, d,, esto es, se ha de tomar siem .-
pre las distancias en el cromatograma de manera que N -

sea positivo.

Conocidos n y N podemos calcular h y H sin mds

que dividir los primeros “valores
lumna L.

por la longltud de la co

El cédlculo de la relacidn entre h y velocidad -
del gas portador puede realizarse de una forma experimen--
tal. Bastard para ello disponer de una sustancia, a ser -

posible un nalcano, que tenga un
mente 2. Realmente considerc que
ria determinada y siempre que se
nas para el andlisis de nuesstras
lizado podrd ser un prototipoc de

valor de k' aproximada -
para una fase estaciona-
trate de utilizar colum-
sustancias el patrdn uti
los empleados por noso -

tros, concretamente de la zona del cromatograma donde vea
mos una separacidn mds problemdtica o mds interesante. —

Realizaremos una serie
tes velocidades de gas portador,
yeccidn el correspondiente valor
grdficamente frente a U.

N (A '

de inyecciones a diferen
calculando para cada in
de h, y representéndolo
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Sabemos que:

8

El minimo de h corresponde a Eﬁp ( u ¢ptima)

B

(5] = et ——————
o C+C
P g

Tl
]
>
+
+
(]
Q
c
—
+
O
-
(<N
c

u__ = :
op Cg + (J/F)CL

Hay que tener en cuenta que f es
, q 2
L(py /R, )= 1] [(pi/pd} - 1)]
- 3 N2 '
[(pi/po) —1]

Yy puede no ser tenido en cuenta al oscilar siempre entre
1y 1,125,

_9
B

_ Puede hacerse también la representacidn frente
a u, con s6lo variar u por

u
u T ———
L D J

Trabajando a temperatura programada nos encon -
traremos con varias complicaciones por el aumento de tem—
peratura y disminucidn del caudal del gas portador debido
al aumento de viscosidad de la fase estacionaria, pero -
siempre serd posible encontrar un valor Sptimo de u,y Em
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gue nos reuna:; Buena eficiencia en todas las zonas del -
cromatograma y buena respuesta del detector.

En principioc vamos a trabajar con columna clési
cas de relleno en razdn de su menor costo, facilidad de =
manejo y permitir que sin disponer de material excesiva -
mente especializado pueda construirse en el propio labora
torio la columna calculada de antemano.

Podemos elegir entre columnas de acero inoxida-—
ble tratadas interiocrmente, columnas de cobre & columnas
de vidrio. La forma de las mismas depende fundamentalmen—
te del aparato de que se dispone, pero por sencillez de -
manejo y construccidn son preferibles las de tipo en U.

A la hora de un estudio cuantitativo de sustan-
cias gque pueden descomponerse a la temperatura & gue se —
trabaja, por catdlisis, no hay duda en que se debe utili -
zar un sistema lo més inerte posible, y esto sdlo se con-
sigue si los componentes a separar no tocan nunca una Ssu-—
perficie metélica, es decir, se debe emplear lo gue los -
cromatografistas dencminan un sistema todo-vidrio. Para -
ello la columna ha de ser de vidrio, el sistema de inyec-
cién ha de ser tal gue nos permita una inyeccidn en la ca
beza de la columna, y a p=zsar de ello las superficies del
sistema inyector pueden, por efecto de posibles expansio=
nes en el momento de la inyeccidn, tocar las sustancias -
por lo gque es conveniente modificar los reductores de es—
pacio muerto, generalmente metdlicos, sustituyéndolos por
otros de vidrio..lLa conduccidn del final de la columna al
detector debe poder ser forrada de vidrioc con el mismg —
fin, como es el caso del cromatdgrafo de que disponemos.
Nos aseguraremos de la ausencia de grupos activos pertur—
badores si todo el sistema descrito estd ademds desactiva
do, para lo cual se lavard con dcido nitrico y posterior-
mente se silanizard. Esto, ademds, nos consegulrd una me-
Jor eficiencia en el andlisis, pues eliminaremos las co -
las de los picos. '

lLa columna cldsica posee la mayor parte de su -
interior occupada por el relleno, lo gue hace gque su per -
meabilidad sea relativamente baja y no se pueda hacer uso
de columnas excesivamente largas, aungque esto dependerd -
bastante del tamafio del grano del rellenc. Cuanto més pe—
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guefioc sea, menor permeabilidad tendrd la columna.

La ecuacién de VAN DEEMTER para este tipo de co
lumnas es:

2D . d
= 2§d_ + m + 8 k f u
p u

n (k') Dg

en la gue se ha suprimido el término correspondiente a la
difusidn molecular en la fase estacionaria por ser despre
ciable, asi como el término debido a la resistencia a la
transferencia de masas que opone la fase mévil, también -
despreclable en este tlpo de columnas.

Tengamos en cuenta gue la ecuacidn general es:

2 Dm 1—RF 2 SD
= 2fd_ + + S+
p u R u
f‘
d? di
+aR. (1 - Rf) s— U+ C 5 u

Las columnas rellenas analiticas tienen un di&—
interior de 2-6 mm, pero a veces se emplean columnas de —
difmetro menor.

Columnas de d.i. entre 1 y 2 mm no se conside -
ran columnas analiticas normales, y por debajo & iguales
a 1 mm ya entran dentro de las denominadas capilares re -
llenas. En estas, la relacidn entre didmetro interior del
tubo y el de la partfcula de rellenc es del orden de 3 a
3, con lo gue se consigue un relleno més irregular, per =
meabllldad mayor, del orden de 10 veces superior, la capa
cidad de carga es pequefia y en ellas no se puede despre.--
ciar el valor de la resistencia de masas que opone la fa—
se mSvil(C u), por lo que hay que tenerla en cuenta al —
considerar=h.

8in entrar en consideraciones teéricas que alar
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garfan demasiado esta exposicidn, podemos considerar sim—
plemente los factores gue nos interesan en lo que respec—
ta a los términes de resistencia a la transferencia de ma
sas, la debida a la fase estacionaria (C,u) y la debida a
la fase mdvil(C ul. Ambas, para un valor determinado de u
s6lo dependen dEl factor de capacidad de la columna K':

, k*
Cloc 2
(1+k 1)
. 2
Coc 1+ 6k ; 11k
g (14k")

Representando estos valores frente a k' obtene—

mos.: %
fuf 4 b 1O
) TIHGR fe T
(ew) S
Cic
w
(1+k)? -
-
o401 ®
i (lH(')"
5 ic i it

Podemos apreciar gque C_ es siempre mayor gue G, -
para cualguier valor de k) y qué C, sélo tiene valor apre
ciable para valores de k' comprendidos entre 0,5 y 5 uni=
dades. Teniendo en cuenta que a mayor valor de C_ & C -
mayor valor de h, cosa que no nos interesa, convendréd tra
bajar en zonas y con columnas gue nos permltan valores pe
guefos de Cg y CL

En columnas clésicas C_ es despreciable, en co -
lumnas capilares C  es ahora elgque puede no ser tenido -
en cuenta. lLas clésicas separan mejon teniendo sélo en —
cuenta este factor, en valores grandes de tiempos de re-
tencidn, y las capilares, para peguefios valores de k'.
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Una columna muy estrecha que sea casi una capi-
lar rellena tendrd un valor de C g’ y pequefio también el -
factor C

L*

Para los andlisis, en la préctica, nos intere -
san columnas que separen bien al principioc y al final del
andlisis. Esto puede conseguirse bien con columnas muy es
trechas, précticamente entre capilares rellenas y analiti
cas normales, lo gue hemos de tener en cuenta a la hora -~
de construir una columna.

Una forma de expresar la resolucidn de una co -

lumna es:-

r-1 k! n

Rs = — Tk i

teniendo en cuenta, a una temperatura determinada, gque r
(retencién relativa) depende de la fase estacionaria, g

siempre es mayor en las capilares debido a la gran longi
tud que pueden poseer, pero a k' pequefas la resclucidn

serd buena si poseemos un ndmero adecuado de platos ted-
ricos. Una columna muy estrecha y de suficiente longitud
serd aceptable y dard buen rendimiento.

v Cuanto mds longitud posea una columna, mayor -
ndmero de platos tedricos tendrd&, pero hay que tener en
cuenta que a mayor longitud de la columna, més comprimi-
mos el gas portador, 'y para conseguir una dterminada Y
el gradiente de presidn a utilizar seria demasiado gran
de para cromatdgrafos normales, lo gue limita la longi-
tud de columna, aunque en todo esto siempre hay que con-
tar con la permeabilidad de la misma.

Es preciso tener en cuenta que la resolucidn -
sdlo es proporcional a la raiz cuadrada de la longitud,
por lo gue es preciso hacer una columna muy larga para —
aumentar algo la resolucidn. Ademds, a veces se alargan
demasiado los tiempos de andlisis.

En las columnas de relleno, el diémetro del tu
bo influye en la eficacia de la columna, por ser respon-—
sable de los efectos intercanales distantes y transcolum
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na.

Influye el hecho de que a menor didmetro inter-—
no y misma longitud de columna, la cantidad de fase esta-—
cionaria es menor para el mismoc tipo de relleno, por lo -
gue k' es menor, siendo entonces menor la altura del pla—
to tedrico, obteniéndose mejores resultados siempre y ——
cuando ro se sobrecargue la columna.

El tamafio del grano es bastante importante, —-
pues afecta a las condiciones dindémicas de la columna. —
Cuanto menor es su didmetro, menor es h, pero en la préc—
tica un didmetro muy pequefio origina alguncs problemas. —
Por una parte ya hemos comentado :las sobrepresiones que -
trae consigo, pero ademds conviene recordar gue cuanto —
més peguefio sea el grano, para los mirgenes en ndmerc de
mallas que se encuentran en el comercio, mds dispersidn -
hay en su tamafio, con lo que es mayor, pudiendo incluso
llegar a compensar la ventaja que da el menor tamafio del
grango.

El menor tamafic de particula trae consigo que,
para un relleno a un tanto por ciento determinado en fase
estacionaria, la cantidad absoluta de fase estacionaria -
sea mayor, y esto disminuye la eficacia de la columna.

Es preciso tener en cuenta de gque vamos a traba
Jjar con detector de ionizacidn de llama, y que el flujo -
de gas portador ha de ser de un orden tal gue permita ob=
tener una buena sefial del citado detector.

En columnas muy estrechas el flujo &ptimo permi
te obtener buenas sefiales del detector, pero en columnas
més gruesas, auin dentro de la gama de analfiticas, si que—
remos conseguir una buena sefial del detector, es preciso
disponer de un divisor de flujo al final de la columna. —
En ambos casos hay de todas maneras gue encontrar las con
diciones &ptimas de trabajo del detector. Fijando una tem
peratura suficientemente alta como para impedir que haya
algln depdsito de los componentes, lo gque falsearia res -
puestas cuantitativas y contaminarfa el detector, hemos -
de ir variando los flujos de hidrdgeno y aire hasta conse
guir una sefial lo mejor posible para una determinada can-
tidad de sustancia.
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Vamos a comentar brevemente los métodos segui -
dos para la identificacién de componentes y determinacidn
cuantitativa de los mismos.

Ya hemos indicado en anteriores ocasiones gue —
el primer paso para el andlisis en cromatografia gas-11 -
quido de este tipo de 4cidos es la formacién de derivados
que bloqueen sus grupos polares y aumenten su tensién de
vapor. En los antecedentes bibliogrédficos hemos podidc a—
preciar que se utilizan preferentemente los é&steres meti-
licos, y en el dltimo lustro, los TMS derivados.

Con la formacién de ésteres metflicos se consi-
gue bloquear el grupo carboxilo. Este procedimiento, pri-
mero de los utilizados, fue aplicado con anterioridad pa-
ra dcidos grasos. y se sigue aplicando en la actualidad,
aungue en estos Gltimos tiempos se prefieren los TMS derl
vados. E1 gran problema de los ésteres metflicos de los & ;
cidos con los gue vamos a operar es que siguen poseyendo
grupos -0H libres, lo que hace que todavia posean bastan-
te polaridad, con los perjuicios que esto supone en croma
tografia de gases: VolUmenes de retencidn altos, picos ba
Jjos. y formacidén de colas por interaccidn con el soporte -
s6lido del relleno utilizado en las columnas.

Hay muchos &cidos gque no pueden cromatografiar
se en forma de esteres metflicos, pero si hay bastantes =
que se eluyen sin dificultad con buenos resultados.

Hespecto a la forma de derivacidn, seguiremos
el método visto en los antecedentes bibliogréficos de me-
tilacidn con solucidn etérea de diazometano, estando el &
cido & los dcidos en solucidn metanslica, todo elloc a =

25 2C. Existe el problema de la formaclon de pirazolinas
por parte del &cido fumdrico, pero para andlisis cualita—
tivo, no importa demasiado gue parte del 4cido se trans -
forme.

La solucidn de ésteres metflicos puede ser in-
yectada en el cromatdgrafo en solucidn metandlica, disuel
tos en acetona o en cloruroc de metileno. E1 metancl es un
aceptable disolvente para este tipo de sustancias, aungue
tiene el inconveniente de gue produce grandes colas que —
interfieren con la deteccidn de los componentes més volé-
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tiles de la muestra. El cloruro de metileno es un excelen
te disolvente de estos ésteres metilicos estudiados, pero
es bien sabido que estos compuestos halogenados son corrg
sivos y a la larga molestan a los aparatos y a muchas fa-
ses estacionarias, inclusc a determinados tipos de sopor-—
tes s6lidos con tratamiento silanizante especial. A pesar
de todo, se ha utilizado en alguna ocasidn. La acetona es
muy buen solvente y no tienme los inconvenientes de los an
teriores, por lo gue la hemos utilizado ampliamente.

Como detallaremos en la parte experimental, he-
mos empleado para los ésteres metflicos columnas de Buta-
nodiolsuccinato, pero sobre tods, de Dietilénglicolsucci-
nato. Se ha trabajado en condiciones isotérmicas de tempe
ratura, programada linealmente, consiguiéndose mejores re
sultados con la programcién lineal de temperatura en la —
zona de 150-2009C. En estas Gltimas condiciones se empled
una columna de DEGS al 20% en Chromosorb W(lavado- &cido,
de 60-80 mallas), en tubo de acerc inoxidable tratado, su
ministrado por Carlo Erba de Mildn.

La identificacidn de compuestos se realizd en -
la forma usual con patrones, inyectando simulténeamente -
el problema y el patrdn del compuesto 6 compuestos a iden
tificar. Tratdndose de sustancias naturales, es muy aven—
turado identificar compuestos por valores de retencidn da
dos en bibliografia, tal y comoc suele- hacerse en algunas
publicaciones, empleando unocs pocos patrones y relacionan
do con ellos los otros picos del cromatograma. £s también
costumbre, aungue se va desechando, el identificar series
homélogas por el método de la representacidn gré&fica de —
log V_ en funcidn del nilmerc de &tomos de carbono, aungue
se emBleen columnas polares y apolares, y sobretodo si se
utilizan columnas de polaridades similares.

El uso de todos y cada uno de los patrones de -
los é&cidos a identificar da una mayor garantia de seguri-—
dad en las identificaciones, sobretodo si se emplea mds -
de una fase estacionaria, pero, dentro de los errores que
el método de cromatografia de gases lleva consigo, cree —
mos que se pueden aceptar como buenos los compuestos iden
tificados por la determinacidn independiente de dos deri-
vados diferentes de un determinadc dcido, empleando en ca
da casoc las columnas que mejor resuelvan la mexcla a sepa
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rar e identificar. Son dos procedimientos paralelos que -
al final se comparan.

En nuestro caso concreto, creemas tener mis se-—
guridad en la identificacidn de estos compuestos analizan
do ésteres metilicos por una parte y por otra los TMS de-
rivados de los mismos &cidos. Son sustancias totalmente -
diferentes inclusc para un mismo &cido original, y ambos
tipos de derivados estan suficientemente probados para el
andlisis de los &cidos por nosotros investigados.

El uso de columnas polares y apolares para un —
determinado derivado tiene el inconveniente de que en mul
titud de ocasiones una de ellas separa bien las mezclas,
pero la otra no, sobretodo si el problema es complejo. Pa
ra &teres metflicos van perfectamente columnas polares —
del tipo DEGS, EGA, BDS, NPGS y otras similares, pero las
fases estacionarias polares no van demasiado bien.

Hay determinados casos en que el andlisis sdlo
puede realizarse mediante un tipo concretc de derivados.
Asi, en el caso de 4cidos fendlicos y polihidroxilados,
solamente se obtienen buenos resultados con TMS derivados
y en estos casos concretos tendremos que cefiirnos a un sg
lo anédlisis.

En una publicacidn prdxima daremos cuenta de la
identificacidn de componentes menores y microcomponentes
por métodos espectroscédpicos, una vez realizada la separa
cidn en cromatografia de gases preparativa. Este proceso
nos permitird concretar identificacicnes de una forma ab-
soluta.

La formacidn de TMS derivados la hemos llewvado

a cabo por el procedimiento ya descrito en los anteceden--
tes bibliogrédficos (52, 56). Como veremos en la parte ex—
perimental, el tiempo que dan estos autores, no partiendo
de las sales de plomo de los &cidos, es insuficiente, ne-
cesitédndose aguardar mis para que la reaccidn se complete
La reaccidn se produce suavemente y la mexcla silanizante
Piridina-HMDS-TMCS da excelentes resultados.

En las muestras con posibilidati de que existan
cetoé01dos se sigue previamente la indicacidn dad en —




PARTE TEGCRICA 115

(124), tratando previamente los dcidos con clorhidrato de
hidroxilamina en piridina. En la parte experimental podre
mos comprobar el efecto de este tratamiento previo.

Las separaciones conseguidas con los TMS deriva
dos son mucho mejores gue las de los ésteres metilicos, -
pcr lo que el estudio cuantitativo lo hemos realizado con
estos TMS derivados. Ademds, debido a la limitacidn de —-—
los ésteres metflicos para determinados dcidos, al menos
para estos &cidos, no hay otra alternativa.

El andlisis es répido, la separcidn es buena y
ademds hemos de tener en cuenta gue debido al detector em
pleado, los TMS derivados tienen una respusta mucho més —
alta que sus correspondientes ésteres metilicos, y esto -
es también muy importante en un andlisis cuantitativo. Sé
lo tiene el conocido inconveniente de los derivados de si
licio, y es que ensucian con bastante rapidez el detector

La fase estaciocnaria empleada ha sido silicona
SE-30, conocida por su excelente estabilidad y rendimien-
to en operaciones a temperatura programada, a 3% en peso

sobre Chromosorb W 4cido-lavado y silanizado de 60-80 ma-—
lias.

Para el andlisis cuantitativoc se ha calibrado -
el detector para todos y cada uno de los patrones emplea-
dos, pero ademds se ha seguido el métoco de patrdn inter-
no (acido glutdrico) gue elimina una gran cantidad de po-—
sibilidades de error.

La introduccidn del patrdn se ha hecho por pesa
da en balanza monoplato semimicro, lo que ros garantiza
una suficiente exactitud en su determinacidn.

Afadiendo el patrdn interno antes de la prepara
cién de la muestra, podemos compensar los errores que pue
dan cometerse en la preparacidén de la misma, eliminando a
demés los errores de aparato y procedimiento. Por este -
sistema puede llegar a conseguirse una precisidn del 0,1%

Un factor importante a considerar es la forma -
de medir la magnitud de los picos del craomatograma. La me

dida de la altura del pico es normalmente desechada por -
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ser un método impreciso, ya que el dato cuantitativo que
un detector de tipo diferencial ofrece es el &rea de cro-
matograma comprendida por el pico. Habré por tanto que me
dir el drea de los picos. Los procedimientos usuales de -
medir &reas son: Planimetrfa, método de la altura x anchu
ra a media altura, corte del cromatograma y célculo de &-
reas por pesada en balanza de precisidn, triangulacidén, u
tilizacién de.. integrador de disco & electrdnico digital.
Desechamos €l método de pesada porque se destruye el cro-
matograma, el integrador de disco porque sdlo puede medir
picos totalmente resueltos y linea de base totalmente ho-—
rizontal, el integrador electrdnico por no disponer de él
la triangulacién y el método de altura x anchura a semial
tura debido a gque tenemos picos muy estrechos y no puede
precisarse bien la anchura, siendo los errores que se co-
meten excesivos. S6lo nos quedamos con la utilizacidn del
planimetro. Segldn publicaciones(146), la precisidn, segin
desviaciones relativas en las medidas de una serie de pi-
cos, es del 4,06% en el planimétrico, 2,58% en el método
de la semialtura, 1,74% en el método de la pesada, 1,29%
en el integrador de disco y 0,44% en el integrador digi-~
tal.

Para saber la cantidad absoluta de un componen-—
te en el total de la muestra analizada nos bastard medir
el &rea del citado componente y del patrdn interno, reali
zando a continoacidn el siguiente célculo:

mg de dcido en la muestra tomada.= relacidn de

patrdn interno
acido
to x relacidn de &reas

respuestas

x mg de patrdn interno pues-—
acido

> en el cromatograma
patrdn interno

Es interesante sefialar que en este cédlculo no -
influye la cantidad de muestra inyectada si es del orden
de las utilizadas en la calibracidn previa, ni sensibili-
dades a que se trabaje, ni errores cometidos en el manejo
de volfmenes en la formacidén de derivados en el problema.
S8lo serd necesario medir con precisidn éreas, realizar -
las pesadas de forma exacta, lo que no es dificil si se -
utiliza una balanza apropiada, y haber realizado una bue-
na calibracidn previa.
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Los &dcidos manejados en este estudio, tal y co-
mo veremos en la parte experimental, son: 0xdlico, glicd-
lico, léactico, pirdvico, maldnico, citracdnico, succinico
fenilacético, glutdrico, mélico, tartdrico, ascdrbico, a-—
conitico, tricarbalflico, citrica, quinico, caféico, mici
co, gélico, fumérico, alfa-hidroxiglutérico, alfa-cetoglu
térico, oxalacético, mevaldnico, clorogénico, abscisico,
giberélico, ftélico, salicilico, amigddlico, benzdico, al
canfdrico, maleico y adipico.
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4.%.~ PRUEBAS PRELIMINARES.-~

Se realizaron unas experiencias previas con ca-
récter semicuantitativo para los &cidos: Tartérico, citri
co, succinico, maleico y oxdlico, ensayéndose diversos ti
pos de agitacidn y formas de andlisis de las muestras.

Fueron desechados los sistemas de agitacidn por
vibracién, agitacidn magnética, rotatoria de hélice y de
movimiento horizontal longitudunal para una sola unidad -
de extraccidn.

El andlisis, para el tartdrico, se llevd a cabo
por polarimetria en un aparato digital Perkin-Elmer 141,
en el caso del dcido citrico se recurrid a una colorime -
tria con Cl3Fe como reactivo, para el oxdlico se siguid -
un procedimiento similar con reactivo de indol-sulflrico
y otro permanganimétrico, y en el caso del &cido maleico
y &cido succinico, volumetria de neutralizacidn empleando
azul de timol como indicador.

El método mds apropiado fué la volumetria de —
neutralizacidn, salvo si el 4cido a analizar va acompafa-
do de algdn compuesto interferente, cosa que no sucede en
las extracciones normales, pero si en otras experiencias.
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4.2.— EXTRACCION DE ACIDOS.-

4.2.1.- Material y materias necesarias.-

La DUA utilizada en estas operaciones se sinte-=
tizd en nuestro lahoratorio siguiendo el procedimiento de
LOPEZ APARICIO y col(1). La metil-nonil-cetona necesaria
para la sintesis se aisld de esencia de Ruda suministrada
por Destilerias Garcia de la Fuente. No se considerd pura
la DUA obtenida ahsta no haberla redestilado a alto vacio

Derlvados Se abtuvo el clorhidrato.
Punto de fusidn 81¢C, acorde (1)

Acidos empleadas: SUCCINICO r.a. FEROSA
MALICO para usos bioguimicaos
MERCK
TARTARICO r.a. PROBUS
CITRICO r.a. PROBUS

HIDROXIDO SODICO r.a. MERCK

FENOLFTALEINA: Solucin de FENOLFTALEINA MERCK
al @,1% en ALCOHOL ETILICO MERCK del 95%.

SISTEMA DE AGITACION: Aparato agitador de movi-
miento horizontal fabricado en nuestro laboratorio. Con —
siste en un carrc de agitacidn con capacidad para 15 er —
lenmeyer de 250 ml. El carro va movido,a través de una ex
céntrica, por un motor eléctrico. Utilizando las debidas
relaciones de poleas, se consigue un movimiento se uncs

250 ciclos/minuto. La carrera seguida en cada ciclo es de
15 cm.

BURETAS: Juegoc de microburstas PROTON. Fundamen
talmente se utilizd una microbureta de 2 ml, con depdsito
Esta microbureta permite una gota miInima de 0,03 ml, aun-
l8gicamente ésta no es la minima cantidad gue se puede -
precisar. Estéd graduada en centésimas de ml.

PIPETAS: Juego de pipetas contrastadas PROTON,
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Jjuegc de pipetas greduadas WITEG-DIFFICO.

DISOLVENTES: Agua bidestilada, controlando su —
posible acidez por valoracidn con hidréxido sédico y fe -
nolftaleina.

Benceno comercial purificado por -
los métodos usuales.

4.2.2.- Preparacidn de soluciones.-

Solucidn 0,1 N de NaOH, preparada por pesada y
contrastada de la forma usual con ftalato 4cido de pota —
sio.

Soluciones de 4cidos: Para cada 4cido ‘en estu —
dio se prepararon soluciones 0,1; 0,2 y 0,3 N por pesada
inicial y después por contraste con solucidn de NaOH con-
trastada, cdlculo del factor, aunque siempre se logrd que
el factor fuese prdcticamente la urnidad.

Debido a la posible alteracidn de estas solucio
nes, se prepararon inmediatamente antes de ser utilizadas

Solucidn de DUA en benceno: En todos los casos
se utilizd solucidn de DUA 0,1 M en benceno. La solucidn
se prepard por pesada de 32,500 g de DUA, introduciéndola
en un matraz aforado de 1000 ml, enrasandoc con benceno.

4.2.3.—- Método de extraccidén.-

Para cada serie de extracciones de una determi=
nada normalidad, se emplean 15 erlenmeyer de 250 ml. En -
ellos se introducen las solucivnes acuosas contrastadas -
de los dcidos y Ja solucidn bencénica de DUA O, M. Cada —
problema, con una relacién de equivalentes determinada,
se introduce por partida triple, es decir, que introduci-
cinco grupos de tres unidades de extraccidn iguales. Debi
damente cerrado el sistema, se procede a su agitacidn.
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4.2.4.— Método de andlisis.-—-

El contenido de los erlenmeyer descritos en el
apartado anterior se introduce en otros 15 embudos de de-
cantacién. Se deja en reposo un breve periodo de tiempo
para lograr la separacién de fases y la fase acuosa, des—
preciando un poco al principio y al final de ella, se re-—
coge para el andlisis. Se realizardn tres andlisis de ca-
da fase acuosa, tomdndose la media de los resultados obte
nidos. Cada resultado final serd la media de nueve andli-
sis.

~ La valoracidn llevada a cabo en estas extraccio
nes consiste en una volumetria dcido-base, empleando la -
solucién descrita de fenolftaleina como indicador.

En todos los casos hubo una excelente concordan
cia entre los valores encontrados para el andlisis de ca-
da médulo de extraccién, asf como entre los mddulos de ex
traccién equivalentes, lo que es una prueba de la bondad
del método de extraccién y método de valoracién.

4,2.5.=- Expresifn de datos y consignacidn de resultados.-

Ya hemos descrito en la parte experimental las
distintas expresiones que hemos tomado como indicadoras -
del comportamiento de la DUA frente a estos &cidos.

Los valores de 8, D, b, (Ac), (ﬁE)a- (ﬂE)D- %E,
(ﬁg)ya, (Ac) (Ac) V_, para cada uno de los &cidos pro

cesados los iremos dando en los apartados sucesivos.

4.,2.6,~ Célculo del tiempo de agitacién y reposo.—

Para determinar el tiempo de agitado necesario
para obtener la mayor extraccidn posible, se ha realizado
una experiencia de extraccidn a tiempo variable con- 10 u-
nidades de extraccidn iguales, formados por 25 ml de solu
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cidn acucsa de 4cido succinico 0,1 N y 50 ml de solucidn -
0,1 M de DUA en benceno.

UNIDAD DE TIEMPO DE TIEMPO DE (Ac),

EXTRACGION AGITACION REPOSO
Ne 1 1 min. 20 h. 0,0263
Ne 2 2 min. 20 h. 0,0249
Ne 3 3 min. 20 h. 0,0249
Ne 4 4 min. 20 h. 0,0248
Ne 5 5 min. 20 h. 0,0249
N2 6 6 min. 20 h. 0,0250
Ne 7 7 min. 40 h. 0,0248
Ne 8 8 min. 40 h. 0,0249
Ne 9 9 min. 40 h. 0,0249
N2 10 10 min. 40 h. 0,0248

Se observa que a partir de 2 minutos, la norma -
lidad no varia, y ademds no hay diferencia en los resulta-
dos si se mantiene un tiempo de reposo de 20 horas 6 si se
agurda 40 horas antes de realizar el andlisis.



(Ac) = 0,1012 N

(DUA)= 0,1 M

b (Ac)a
0,1012 0,0024
0,2024 0,0028
0,3036 0,0027
0,5060 0,0023
1,0120 0,005

(AC)Va

0,5060x10~

1,0120
1,5180
2,5300

5,0600

3

4,2.6,- Extraccidn de &cido citrico.-—-

(AC)aVa

0,0123x10"

0,0280
0,0414
0,0825

0,2550

TIEMPO DE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPOSO

24 HORAS

EXTRACCION DE ACIDO CITRICO 0,1 N CON

SOLUCIONES DE DUA 0,1

(Ac)
0,0098
0,0197
0,0296
0,0489

0,096

(AC)DVD

0,4937x10"

0,9840
1,4766
2,4475

4,8050

M

D s
4,1 -4,5

7,0 -4,0
11,0 =3,5
14,8 =2,5
19,0  -0,1

EN BENCENOC.

% E
97,57
97,24
97,28
96,74

94,97

‘H8p *1'9'y

!

9c
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(Ac) =
(DUA)=
b
0,3001
0,6002
0,9003
1,2004
1,5005
1,8006

3,0010

TIEMPO DE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPOSO

(Ac),
0,0034
0,0047
0,0062
0,0148
0,0492
0,0747

0, 1640

(Ac)iVa

1,5005x10"

3,001

4,5015
6,0020
7,5025
9,0030

11,0050

24 HORAS

(Ac)ava

0,0170x10™

0,0470
0,0930
c;zseo
1,2300
2,2410

8,2000

(Ac),
0,0296
0,0590
0,0881
0, 1141
0, 1254
0, 1352

0, 1301

(AC)DVD : D

1,4835x10‘3 8,85
2,9541 " 12,60
4,4085 " 14,25
5,7060 7,70
6,2725 " 2,55
6,7620 1,82
6,8050 " 0,79

EXTRACCION DE CITRICO 0,3 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,7 M EN BENCENO.

-3,5

-2,0

-0,6
0,7
1,27
1,76

1,80

% E
98,88
98,44
97,93
95,07
83,59
75,10

45,34

"H 8P *7'9y

82t



(Ac) = 0,1004 N

(DUA)= 0,1 M

b (Ac)a
0,1004 0,0030
0,2008 0Q,0029
0,3012 - 0,0026
0,5020 0,0030
14,0040 0,0172

TIEMPO DE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPQOSO

(Ac)va
0,5020x10™
4,0040 "
71,5060 "
2,5100 "

5,0200 "

24 HORA

3

S

(Ac)ava
0,0150x10™
0,0290
0,03%0 "
0,0750 "

o,8600 "

3

(Ac),

0,0097
0,0195
0,0295
0,0487

0,0986

(AC)OVD
0,4870x10™
0,970 "
1,4670 "
2,4350 "

4,9340 "

4.2.7.— Extraccidn de acido tartédrico.-

3

D
3,2

6,7

11,4

16,3

5,7

EXTRACCION DE TARTARICO 0,1 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,1 M EN BENCENO.

-4,51
-4,02
-3,53
~2,56

-0,06

% E -
97,01
97,11

97,41

97,11

82,87

VLINIWIHIIX3 3F1Hvd

62



(Ac) = 0,2015 N

(DUA) = 0,1 M

b
0,2015
0, 4030
0,6045
11,0075

2,0150

TIEMPO DE AGITACION 5 MINUTOS

(Ac),
0,0029
0,0035
0,0049
0,0295

0, 1098

(Ac) v

1,0075x10™

2,0150
3,0225
5,0375

10,0750

a

TIEMPO DE REPDSO 24 HORAS

EXTRACCION DE TARTARICO 0,2 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,1 M EN BENCENQO.

3

(Ac)aVé

0,0144x10™

0,0350
0,0739
0,7375

5,4900

(Ac),
0,0198
0,0402
0,0589
0, 0860

0,0917

(AC)DVD

0,9931x10™

2,0120

- 2,9486

4,3000

4,5850

"

-4,01
-2,99
-2,05
-0,70

-0,41

% E
95,58
58,26
97,55
85,36

45,51

"H 8P "T'9°y

oel



(Ac) = 0,3012 N

(DUA)= 0,1 M

b (Ac)a (Ac)va (Ac)ava (Ac)O (AD)DVO D s % E
0,3012 0,0029 1,5060x10‘3 0,0149x10~°  0,0298 1,4911x10‘3 10,0 -=3,51 99,02
0,6024 0,0049 3,0120 * 0,0490 " 0,0592 2,9630 " 12,1 =-2,04 98,38
0,9036 0,0221 4,5180 " 0,3315 " 0,0837 4,1865 " -3,8 =0,81 92,67
17,5060 0,1195 7,5300 * 2,9875 0,0908 4,5425 " 0,8 -0,45 60,33
3,0120 0,2105 15,0800 * 10,5250 " 0,0507 4,5350 " 8,4 -0,46 30,12

TIEMPO DE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPOSO = 24 HORAS

EXTRACCION DE TARTARICO 0,3 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,1 M EN BENZENO

LEL TWININTHIIXT Fidvd



4.2,8,- Extraccidn de dcido mdlico.-

(Ac) = 0,0999 N
(DUA)= 0,1 M

b (Ac)a (Ac)va (Ac)ava
0,0999 0,0086 0,4995x 10~ 0,0430x10~
0,2997? 0,0077 1,4985 " 0,1155 "
0,4995 0,0084 2,4975 " 0,2100 "
0,6093 0,0110 3,4965 " 0,3830 "
0,9990 0,0178 4,9950 " 0,8500 "

TIEMPQ DE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPOSO 24 HORAS

EXTRACCION DE MALICO 0,1 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,1 M EN BENCENO

3

(Ac),

0,0091
0,0276
0,0457
0,0623

0,0821

(AC)DVD

0, 4565x10

91,3830
2,2875
3,1115

4, 1050

1,0
3,6
5,4
5,7

4,6

-4,54
-3,62
2,71
~1,89

-0,89

% E

91,32
92,23
91,52
88,99

82,19

"Hap *7'9'y

cel



(Ac) =

P
(W)
c
b

—

]

0, 1956
0, 5868
0,9780
1,3692

1,9560

TIEMPO

TIEMPO DE REPOSO

EXTRACCION DE MALICO 0,2 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,1 M EN BENCENO.

0, 1956 N

0,1 M

(re),

0,0157
0,0148
0,0264
0,0475

0,0812

DE AGITACION 5 MINUTOS

(Ac)va

0,9780x10~

2,9340
4,8900
6,8460

9, 7800

3

24 HORAS

(Ac)ava

0,0785x10™

0,2220
0,6600
1,6625

4,0600

(o),

0,0179

0,0542
0,0846
0, 1036

0, 1141

(AC)OVO

0,8995x10™

2,7120
4,2300
5, 1835

5,7200

n

1,1
3,6
3,2
2,1

1,4

% E

91,98
92,44
86,51
75,62

58,49

€€l IVANINTIHIIXT 3iH”vd



(Ac) = 0,3063 N

(DUA)= 0,1 M

b (Ac)a
0,3063 00,0125
0,9189 0,0232
1,5315 0,0636
2,1441 0,1122
3,0630 0,1618

TIEMPO DE AGITAGCION 5 MINUTOS

TEMPO DE REPOSO

EXTRACCION DE MALICO 0,3 N CON SOLUCIONES DE DUA O,1 M EN BENCENQ.

(Ac)va

1,5315x10"

4,5945
7,6575
10,7205

15,3150

24 HORAS

(Ac)av

0,0625%x10™

0, 3480
1,5900
3,9270

8,0900

0,0294
0,0859
0,1213
0, 1358

0, 1441

(Aé)DVD

1,4690x10"

4,2965
6,0675
6,7925

7,2250

2,3
3,7
1,9
1,2

0,8

-3,53
-0,70
1,07
1,80

2,22

% E

95,92
92,43
79,57
63,37

47,18

"H 8p *7'9'y
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4.2.8.~- Extraccidn de dcido succinico

(Ac) = 0,0962 N

(DUA)= 0,1 M
b (Ac), (Ac)va (Ac)ava (Ac)D (AC)DVD D S % E

0,0962 0,0131 0,4808x10°°  0,0656x10"° 0,0083  0,41%2x10™ 0,6 -4,60 86,36
0,280 0,0207 1,4425 " 0,3105 " 0,0226 1,1320 " 1,1 -3,80 78,48
0,4808 0,0249 2,4042 " 0,6232 " 0,0356 1,7810 " 1,4 -3,20 74,12
0,6732 0,0320 3,3659 " 1,1196 " 0,0449  2,2462 " 1,4 =2,75 66,75
0,9617 0,0392 4,8085 " 11,8610 " 0,059  2,9475 " 1,5 -2,05 59,22
0,1923 0,0167 0,9617 " 0,1670 " 0,016  ©0,7947 " 0,9 -4,2 82,64

TIEMPO DE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPOSO 24 HORAS

EXTRACCION DE SUCCINICO 0,1 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,1 M EN BENCENO

TNAIATVAITLITI W71 TI110vu

~mri



(Ac) = 0,1962 N

(DUA)= 0,1 M

b (Ac)a
0,1962 0,0323
0,5886 0,0446
0,9810 0,0578
71,3734  0,0729
71,9620  0,0959

(Ac)va

0,9810x10"
2,9430 "
4,9050
6,8670 "

9,8100

3

(Ac)ava

0, 1645x10~

0,6690
1,4450
2,5515

4,7935

TIEMPC OE AGITACION 5 MINUTOS

TIEMPO DE REPOSO

24 HORAS

(Ac)

0,0163
0,0454
0,0692
0,0863

0, 1000

(AC)DVD

0,8165x10~

2,2730
3,4600
4,3155

5,0135

EXTRACCION DE SUCCINICO 0,2 N CON SOLUCIONES DE DUA 0,17 M EN BENGCENO.

-4,20
2,72
~1,54
-0,68

0,01

% E

B3, 55
27,27
70,54
62,85

51,19

‘Hap *71'9°y

ocl



—
P
0

~—

!

jw}
[
>

p—
i

0,3014
0,9042
1,5070
2, 1098

3,0140

TIEMPO

TIEMPO

EXTRACCION DE SUCCINICO 0,3 N CON SOLUCIONES DE DUA

= 0,3014 N

0,1 M
(re),

0,0326
0,0526
0,0866
0, 1224

0, 1635

DE AGITACION 5 MINUTGS

DE REPOSO

(Ac)va

1,5070x10™°

4,5210 "
7,5350 "
10,5490 "

15,0700 "

24 HORAS

(Ac)ava

0, 1630x10™°>
0,7890 "
2,1650 "
4,2840 "

8,1750 "

(80),

0,0269
0,0746
0, 1074
0, 1253

0,1379

(AC)OVO
1,3440x10"
3,7320 "
5,3700 "
6,2650

6,8950

3

0,8
1,4
1,2
1,0

0,8

0,1 M EN BENCENOQ.

-3,65

-1,26

% E

89, 19
82,55
71,27
59,39

45,76

LEL TYININTHILXT I1Hvd
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4.3.- Reextraccidn y recuperacién de los &cidos extraidos.-

Se ha realizado la reextraccidn y recuperacidén -
de 4cido citrico y &cido tartdrico unido a DUA en solucidn
bencénica, para lo cual se tratd la referida solucidn con
ClH acucso 1 N. No se trata de ver el desplazamiento gra -
dual que un &cido orgdnico pueda sufrir por parte del CIH,
sino de comprobar el desplazamiento total del &cido orgéni
co debido a un gran exceso de 4cido clorhidrico. Hemos em—
pleado cinco veces mds equivalentes de ClH que de solucidn
bencénica de DUA que contiene el dcido orgénico.

Para ver el rendimiento de la operacidén, debemos
saber la cantidad exacta de &cido gue hay en fase bencéni-
ca, para lo cual podemos utilizar fases bencénicas proce -
dentes de las anteriores experiencias de extraccidn.

Como se indica en las siguientes tablas de valo-
res, se tomaron 40 ml de los 50 originales, y con ellos se
realizd la experiencia.

Los métodos de andlisis seguides en esta ocasidn
no consisten en volumetrias de neutralizacidn, pues hay —
mezcla del &cido carboxilico y &cido clorhidrico, por lo -
gue se recurre a métodos mds especificos.

Reetraccidn de 4cido citrico:

Solucidn bencénica procedente de la unidad de ex
traccién b= 0,9003 ; {Ac) = 0,3 N
Vv (AC)DVO mgs citrico V_ (C1H) (ClH)Va

40 ml 3.5268x10'3 225,85 20ml 1N 20x10™>

Tiempo de agitacidn 5 minutos.

Procedimiento de andlisis: A 5 ml de solucidn de
&cido citrico o la parte aliguota que contenga 1-15 mg de
dcido cftrico, se afaden 4ml de CI1H 1:110. Se agrega ml
de solucidn acuosa de cloruro férrico al 6,2% recién prepa
rada. Todo ello se ha de enrasar a 10 ml.
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Lectura a 445 m frente a un blanco.
Aparato utilizado: Spectronic 20.

Construccidn de la recta patrdn:

SOLUCION CONCENTRACION ABSORVANCIA % TRANSMIT.

I 19,212 mgs/ml 0,66 22
I 9,606 " 0,45 35,5
III 4,803 " 0,25 60
Iv 2,401 " G, 13 76
v 1,200 0,08 83,5

Solucidn acucsa de la reextraccidn:
Absorbancia mgs /ml mgs totales YReextr.

0,525 11,20 224,0 99, 1

Como podemos apreciar, la reextraccidn es cuanti
tativa, pues el 0,9% que resta estd dentro del error expe-—
rimental.
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Reextraccidn de &cido tartérico:

Se ha realizado con la unidad de extraccidn
b = 0,9036; (Ac) = 0,3 N

v, (AC)OVD mgs tartér. v, (C1H) (ClH)Va

40 ml 3,3492x10'3 251,19 20 ml 1N 20x107°
Tiempo de agitacidn: 5 minutos.

Procedimiento de andlisis: Se utiliza el método
polarimétrico. En la gréfica de la pdgina siguiente se pue
de apreciar la variacidn del poder rotatorio especifico ——
del &cido tartdrico con la concentracidn. Para la gama de
concentracicnes manejadas, el poder rotatorioc especifico -
medido a 20°C y en la raya D del sodio, se tomard como i -
gual a 14,9

Solucidn acuosa de la reextraccidn:

Desviacidn peolarimétrica mgs reextraidos % reextraido

0, 1762 249,43 99,3

Puede apreciarse gue la reextraccidn es también
en este caso prad¢ticamente cuantitativa.

Las soluciones acuosas procedentes de la reextrac
cidn se llevan a seguedad en rotavapor a presidn reducida
cristalizandc inmediatamente los &cidos reextraidos, aungue
poseen un intervalo de fusidn demasiado elevado. Se puede
conseguir una pureza completa si se procede a lavar con ben
ceno la solucidn acuosa concentrada. También es conveniente
afladir varias veces agua destilada y evaporar a continua -—
cidn, con el fin de arrastrar el ClH remanente. De esta ma-
nera conseguimos dcidos con un punto de fusidn totalmente -
coincidente con los &cidos originales.
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4.4.- Extraccidén de los 4cidos del zumo de limén.-
4.4.1.- Obtencidn, purificacidn y andlisis del zumo.-—

El zumo de limdn objeto de nuestro estudio se ob
tuvo de 5Kg de limones adquiridos durante el mes de Mayo,
sanos pero sin ningdn tipoc de seleccidn especial.

Los limones se partieron en dos mitades y se pro
cedid a exprimir sdloc la pulpa de los mismos.

El zumo obtenido se centrifugd y filtrd, toméndo
se 100 ml para su andlisis y 1000 ml para el proceso de Bex
traccidn.

An&lisis del zumo: Efectuado por el método WA———
RHINGTON, empleado normalmente en la industria. Consiste —
en precipitar el citrato tricédlcico en solucidn acuosa hir
viente, lavar con agua hirviente, reunir todoc el pr901p1ta
do obtenido(original y procedente de las aguas de lavado)
calcinarlo, agregar un exceso conocido de dcido sulférico
y valorar por retroceso con NaOH. Este método de andlisis
tiene siempre el defecto de dar un error por defecto, pues
siempre hay pérdidas de citrato en las aguas de lavado. Se
admite como correcto el hacer una sola recuperacidn, es de
cir, recuperar el citrato sélo de las primeras aguas de la
vado.

Resultado obtenido: 34,6 g/litro de dcido citrico
habiéndose realizado el andlisis con 75ml de zumo diluido,
es decir del zumo obtenidoc de 100 ml del original enrasan-
do a 1000 ml, el sulférico utilizado es O, 1027 N, el hi —
dréxido sdédico 0,0964 N, tenieéndo en cuenta gue este re -
sultado se refiere a citrico monohidratado (p.m. 210,14)

Citrimpuro contenido en la muestra

34,7 g/l
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4.4,2.~ Extraccidn con DUA.-
4.4.2.1.~ Tratamiento con soluciones bencénicas de DUA.-

Partimos de 1000 ml de zumo filtrado y centrifu-
gadoc. Este zumo se tratd con 500 ml de benceno para elimi-
nar materias grasas, pero se formd una emulsidn tan esta —
ble que se optd por tratar esta emulsidn con la solucidn -
bencénica de DUA. u

Se ha tratado inicialmente con 500 ml de solucidn
0,1 M de DUA en benceno, procediendo a centrifugar el pre-
cipitado resultante, -asi como las dos fases, acuosa y ben—
cénica. La fase acuosa se tratd con Nnuevas cantidades de -
solucién 0,1 M de DUA en benceno, hasta completar un taotal
de 4.930 ml de la misma. La solucidn bencénicaempleada con
tiene pues un total de 0,5 equivalentes de DUA, cantidad —
prédcticamente igual a los equivalentes de &cido citrico —
presentes inicialmente en solucidn acuosa.

Es preciso recordar que para bs1 , el % de dci-
do extraido sobrepasa el 95% en las pruebas de extraccidn
anteriormente realizadas, teniendo ademds presente que -——
(Ac)=0,5 N, lo gue debe influir favorablemente en el ren—
dimiento de la operacidn de extraccidn

4.4.2.2.~ Separacidn de fases y tratamiento de la interfase.

Para separar ambas fases se hubo de recurrir a —
repetidos procesos de centrifugacidn, pues la interfase -
formada impedia la buena marcha de la operacidn.

El residuo sélido procedente de la interfase ha
sido extraido con una mezcla de acetona y alcohol etilico,
cristalizando un sélido gue se recristalizé en acetona.

Punto de fusidn 98-99°C. Espectro IR N2 491. Pa—
rece contener una pegueria cantidad de nitrdgeno, aungue no
se aprecia bien, no contiene haldgeno ni presenta insatura
cién frente al bromo. No ha sido identificado.
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4.5.- Reextraccidn del &cido citrico. Purificacidn de las
fases.-

Para la reextraccidn del &cido citrico contenido
en la fase orgénica se ha utilizado un gran excesc de CIH,
con el objeto de asegurar una total reextraccidn.

Cantidad empleada: 3.000 ml de Cl1H 2 N.

Después de separadas ambas fases se ha procedido
a lavar repetidas veces con agua la fase bencénica, afia —
diendo las aguas de lavado a la solucidn acuosa procedente
de la reextraccidn.

La solucidn acuosa total se ha concentrado a 509
en evaporador rotatorio bajo presidén reducida. Una vez al-
canzada una consistencia siruposa, se ha procedido a afa - .
dir agua, evaporando a continuacidn, con el objeto de eli-
minar la mayor cantidad posible de ClH. Se repitid este pa
so varias veces.

Cuando se concentrd finalmente a 200 ml, la solu
cidén acuosa presentaba una fuerte coloracidn roja, por lo
se intentd purificar por lavados con benceno. El color ro-
Jjo de la sclucidn acuosa fue disminuyendo, dejando de la -
var con benceno cuando se comprobd que el benceno de los -
lavados no dejaba residuo sdlido.

La soclucidn bencénica obtenida presentaba un fuer
te color rojo. Se evapord el benceno a presidn reducida y
el residuo resultante se disolvid en acetona hirviente.
Precipitd en frio un compuestoc semicristalino, de color —
blanco sucio y de punto de fusidn extremadamente bajo. Se
tomd una muestra y se disolvid en éter de petréleo(BO—?OQ)
hirviente, cristalizando unas masas de punto de fusidn
73=742C. Recristalizaciones sucesivas hicieron aumentar su
punto de fusidn hasta 80-822C. Contiene indicios de nitrd-
geno, presencia de haldgenos de tipo idnico, y parece co —
rresponder a clorhidrato de DUA. Su espectro IR es el 500.

La solucidn acucsa de la reextraccidn, en donde
estd contenido el &cido citrico, se evapord a sequedad en
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evaporador rotatorio, obteniéndose un sélido cristalizado
y verdoso.

Cantidad obtenida 40,60 g

Punto de fusidn 145-148¢C

4.6.= Purificacidn del citrico obtenido. Andlisis.-—

Una muestra del &cido citrico obtenido se ha di-
suelto en agua y se ha decolorado con carbdn activa, obte-
niéndose un &cido citrico casi blanco, de punto de fusidn
150-151eC. Se ha procedido al andlisis del &cido citrico -
purificado de esta manera, utilizando el método fotocolo —
rimétrico descrito cuando se hizo el estudio cuantitativo
de la extraccidn de citrico puro.

Se ha tomado una muestra de 1,921 g y disuelto
en agua destilada, enrasando a 100 ml en matraz aforado. —
La solucidn de triclorurc férrico se prepard en este momen
to. El aparato Spectronic 20 se deja estabilizar durante —
media hora, efectudndose tres medidas:

12 medida A = 0,68

22 " A =0,65 = 0,67

Amedia

3 "  A-Q,68
% de citrico en la muestra 75, 22

En la operacién de decoloracisn se ha comproba-~
do que se pierde el 18,5% del &cido cItrico.

El rendimiento neto de la operacién es del 78,5%

Se han realizado cromatografias en papel de los
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productos obtenidos siguiendo la técnica descrita por IS -
HERWOOD y HANES (100), con su liguido de desarrollo N2 4 -
tiempos de desarrcllo de 6, 14, 22 y 24 horas, visualizan-~
do los &cidos sobre el papel mediante solucidén al 0, 1% de
plirpura de bromocresol en etanocl, neutralizado exactamente
con NH OH, y exponiendo posteriormente el papel a vapores
de NH SH concentrado. Los dcidos aparecen como manchas ama
rillas scbre fondo azul. Estas cromatografias denotan la -
presencia de &cido cltrico, acompafado por otras manchas -
que también poseen cardcter &dcido. A pesar de utilizar di-
versos dcidos patrdn, es muy arriesgado el intentar identi
ficar ninguno de ellos.
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4,7.- Extraccidn de los &4cidos del zumo de uva.-

4.7.1.=- Obtencidn del zumo.-—

El zumo gue se va a procesar procede de 1,7 Kg -
de uva blanca. E1l mosto se obtuvo aplastando la uva en un
mortero, separando el mostoc por filtrado a vacio y poste —
rior compresidn para sacar todo el zumo posible.

4,7.2.= Purificacidn del zumo. Andlisis,-

El mosto obtenido como se indica en el apartado
anterior se filtrd prime o por una tela, y posteriormente
se filtrd en placas de vidrio poroso de tamiz progresivo.
No se consigue un mosto totalmente transparente. Obtenemos
finalmente 980 ml.

Para el andlisis de los tartratos contenidos en
este zumo recurrimos al método répido de PASTEUR(147). Se
ha tomado 20 ml de mosto, evaporando en bafo-maria hasta —
consistencia siru posa. Afiadir 3 ml de disolucidn tampdn
de acetato potdsico(pH= 3,5). Mezclar bien con una varilla
y llevar la cépsula tapada al frigorifico a 59C, mantenien
dola alll durante 48 horas. Se filtra por por filtro de —
cristal poroso con capa de amianto dislacerado. Los crista
les que guedan en el filtro se lavan cuatro veces con al -
cohol del 50, previamente saturacdo de tartrato &cido de po
tasio, y una vez con mezcla a partes iguales de alcohol y
éter. Se disuelven en agua hirviendo los cristales de bi -
tartrato formados y después se valora con NaOH 0,1 N y fe
nolftaleina como indicador.

Hemos realizado cuatro veces el andlisis de mos-
to por este procedimiento, obteniéndose los valores medios

gue se detallan a continuacidn:

5
/\»
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ml de zumo de uva empleado: 20 ml
" " NaOH O, 0988 N 6,1 ml

g de tartérico(en dcido libre) contenidos en 800
ml de zumo 3,6 g

4.7.3.— Extraccidn con DUA.-

4.7.3.1.— Tratamiento con solucidn bencénica de DUA.-

Para esta extraccidn se ha utilizado solucidn —
0,1 M de DUA en bencero.

Se ha hecho un célculo previo de la cantidad de
disolucidn de DUA autilizar para que la extraccidn se rea--
lize con buen rendimiento. Para ello se ha calculado la a-
cidez libre total del zumo empleado por valoracidn de una
muestra con sclucidn decinormal de NaOH, empleando fenolf-
taleina como indicador. Se ha encontrado que 800 ml del zu
mo contienen 0,0596 eguivalentes de dcido, por lo gue se —
empleard una cantidad de solucidn 0,1 N de DUA en bencenc
gue contenga un total de 0,2 equivalentes, manteniendo con
ello una proporcidn b que no asegure una buena extraccidn
de sustancias dcidas. La extraccidn se ha realizado en dos
etapas, tratando en cada una de ellas con 0,1 mol de DUA.

4.7.3.2.- Separacidn de fases. Purificacidn.

Durante la extraccidn aparece una gran cantidad
de interfase que es preciso separar por fitracidn, lavando
con agua y benceno sucesivamente y uniendo los 1liguidos de
lavado a sus respectivas fases aungque queda un resto inso-
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luble en ambos solventes.

Cada una de las fases se lavd repetidas veces con
el solvente contrario.

4.8.- Reextraccidn. Purificacidn de las fases.

La reextraccidn se ha efectuado mediante solucidn
de édcido clorhidrico, empledndose para ello 11 de solucidn
IN. La reextraccidn se efectud por sucesivos tratamientos
con dos porciones de 500 ml del citado ClH. Después de rea
lizada la decantacidn se procedid a lavar cada fase con el
solvente contrario, reuniéndose todas la soluciones simila
res.

La solucidn acuosa se concentrd en evaporador rg
tatorio a presidn reducida, y una vez alcanzada una consis
tencia sirupesa se volvid a lavar con una nueva cantidad -
de benceno basta que este no dejase residuo. Se siguid eva
porando la solucidn acuosa hasta gue aparecid una masa cris
talina de color marrdn, gue se mantuvo 15 horas en deseca-—
dor a vacio sobre pentdxido de fdsforo.

Tartdrico sucio obtenido 3,517 g

Se ha procedido a decolorar el &cido tartdrico -
obtenido hirviendo una muestra pesada con carbdn activo, -

encontrando que se se obtiene una pérdida por decoloracidn
del 8,9%.

Punto de fusidn del tartdrico decolorado, previa
mente desecado en las condiciones antes descritas
140 - 143¢C.

El tartérico decolorado ha sido recristalizado y
secado en pistola de secado a 1 mm de Hg y temperatura la
del punto de ebullicidn de la acetona, consiguiendo obte -
nerse un punto de fusidn de 147-1512C. No se consigue eli-
minar el color marrdn claro que posee.

Se tomd una muestra pesada de tartarico de p.f.

147-1519C se disolvid en agua destilada y se introdujo en
un matraz de boca esmerilada, tapéndose perfectamente.
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Al cabo de 48 horas aparecieron unas colonias en el fondo
del matraz. Se filtrd la sclucidn y evapord el agua en eva
porador rotatorio a presidn reducida, cristalizando el é01
do tartdrico en el mismo matraz durante la evaporacidn. Se
recogieron los cristales y se secaron en la pistola de se-
cado en las condiciones antes expuestas, consiguiéndose ——
un punto de fusién de 454-156¢°C.

Obtenemos 3,14 g de 4cido tartdrico de esta pure
Za.

4,9.- Intercambio idnico.-

Teniendo en cuenta que parte de dcido tartdrico
encontrado durante el andlisis del zumo de uva puede encon
trarse en forma de bitartrato & tartrato, se ha procedldo
a efectuar un cambio idnico de las sales de los dcidos pre

sentes en el zumo con solucidn bencénica de clorhidrato de
DUA,

El zumo libre de dcidos se ha tratado con 2 1 de
solucidn 0,1 N de clorhidrato de DUA, obtenida por trata -
miente de 2 1 de solucidn bencénica de DUA 0,1 N con un —
gran exceso de ClH, y postericres lavados con agua de la -
solucidén hencénica.

Una vez agitadas ambas fases, dejadas en reposo
y decantadas, se procedid a lavar la fase bencénica con a-
gua, tratdndola después con 1 1 de CIH 1N, con objeto de —
desplazar los dcidos que allf estuviesen contenidos.

La fase acuosa se concentrd a vacio en evapora —
dor rotatorio, apareciendo gran cantidad de espuma blanca,
se lavd con agua, que se evapord a continuacidn, al objeto
de eliminar la mayor cantidad de ClH posible y se obtuvo -
una solucidn muy oscura. Aungue se lavd repetidamente con
benceno, persistid la fuerte coloracidn.

Se ha intentado por dos veces c nsecutivas la de
coloracidn con carbdn activo, que si bien ha logrado una -



A.G.L. de H. 154

pequefia mejoria, el sirupo obtenido sigue presentando un -
color marrdn oscurao.

Por desecacidén durante 100 horas a vacio en pis—
tola de secado se consigue una masa semicristalina que ha
dado un peso de 1,72 g.

4.10.- Andlisis de los productos aislados de la uva.-

Andlisis del &cido tartédrico de p.f. 154-156°C :

Ha consistido en el método PASTEUR ya descrito,
encaontrando que el &cido tartérico puro constituye el 63%
de la muestra purificada.

Mediante los cdlculos pertinentes podemos encon-—
trar que hemos obtenido puro una cantidad de dcido tartéari
co libre igual a 2 g, lo gque nos da un rendimiento con res
pecto al encontrado por andlisis previo del zumo del 55,5%

Andlisis procedente del cambic idnico:

Empleando el método PASTEUR se puede encantrar —
gue el &cido tartdrico constituye el 21,5% de la masa semi
cristalina, por lo gue en conjunto el rendimiento total de
la operacidn de extraccidn de dcido tartdrico procedente —
del zumo de uva mediante extraccidén del &cido libre y cam-—
bic iénico del combinado es del 65,4%.

4.11.- Cromatografia en papel y capa fina de los productos
aislados del zumo de uva.-—-

Se han hecho cromatografias en papel y capa fina

de los productos aislados de la uva, bien por DUA libre &
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por clorhidrato de DUA.

Las cromatografias en papel se realizaron en las

siguientes condiciones:

todas las

Papel Whatman N21, lavado con solvente.

Temperatura 22°C

Camara saturada de vapor

Cromatografia descendente

Lfguido de desarrollo: Ned de I. y H. (100)

Visualizador: Nitrato de plata amoniacal(1:1)
(Nitrato de plata 0,1N, NH,OH 5N )

Seleccionamos las siguientes, representativas de
realizadas por este procedimiento:

Cromatograflia en papel N21:
Tiempo de revelado: 15 horas

recorrido del frente: 41 cm
Representacidn gréafica:

TART.
VVA

FART, MG

ik

3 2

1 - =
g &2 7z,
3 5
=
W 4

NANANAANAL
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Cromatograflia en papel N22;

Recorrido del frente 37 cm
Representacidn grdfica:

TARTRATO TORTRRILS
TART. TART.  CHh&i0 iCHilL UvAa

gscaLA 1€

TARTANATS
CRMHG 6

MACLe
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Cromatografias en capa fina:
Material y condicicnes experimentales:

Gel de silice Merck segin Stahl para capa fina.

Espesor de capa: 0,25 mm

Temperatura: 229C.

Cémara saturada de vapor.

| fguido de desarrollo: El indicado en las croma-
tograflas en papel.

Visualizador: El1 indicado en las cromatografias
en papel.

Representacidn gréfica:

£5cALA A5

- + e + + + + 1 -
TAATARID raaTh kit TRATARRILD haidic
HaLice U d TaRTAATTS THATARWS TRRATRATDS

CAMBIC O uvd CANING 1o,
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4.12.~ Extraccidn de los &cidos contenidos en el alpechin.-
4.12.1.= Qrigen del alpechin utilizado.-

El alpechin utilizado en nuestras experiencias -
procede de la Cooperativa Santa Teresa de Osuna(Sevilla).

La muestra de alpechin se recogié a la salida de
los decantadores, antes de ser centrifugado, con el cbjeto
de conseguir un alpechin lo menos contaminado posible, ga-
rantia de evitar toda contaminacidn inmediata.

Fecha de recogida: Principioc de campafia del afio
1970. ,

pH del alpechin: 5,25 unidades.

Cantidad inicial de alpechin tomado: 20 litros.
4.12.2.= Purificacidn del alpechin.-

Ante la gran cantidad de materia sdlida y grasa
gue llevaba el alpechin en suspensidn, se procedid, a pié
de fdbrica, a una purificacidn consistente en someterlo a
un procesc de filtracidn y un lavado con benceno.

Se comenzd con un intento de filtrar el alpe —
chin por filtro de pliegues de porosidad normal, pero se
desistid ante la poca velocidad de filtracién(60 ml/hora).

Antes de filtrar se lavé con benceno(5 litros -
del mismo) por dos veces consecutivas. Aparecieron enormes
precipitados que se desecharon junto con la solucidn bencé
nica. Después, se filtrd la fase acuosa por filtro de plie
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gues de papel més poroso, concretamente del conocido como
"papel Jjarabes".

Del alpechin lavado y filtrado se tomaron 16,3 1.

ALPECHIN ORIGINAL

2,5 1 de benceno

FASE BENCENICA FASE ACUOSA 12 LAVADO
E INTERFASE
2,5 1 de
benceno
FASE BENCENICA FASE ACUOSA 22 LAVADO
E INTERFASE
Filtracidn
—- »~
SOLIDO ALPECHIN PUROD
(1)
16,3 litros.

Es precisc hacer notar que en todas las opera ——
ciones de purificacidn sdlo se invirtieron unas pocas ho -
ras, no aprecidndose sintoma alguno de fermentacidn.
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4.12.3.= Extracecién con DUA.-

4.12.3.1.= Tratamiento con solucidn bencénica de DUA.-

Una vez finalizada la purificacidn, se tratd el
alpechin con 0,5 moles de DUA disuelta en un litro de ben-
ceno. Se agitd fuertemente para asegurar una Intima mezcla
de las dos fases y a continuacidn se procedid a su transpor
te durante la noche del mismo dia en gue se inicid la ope—
racién de purificacidn. En el Laboratorio se agregd de nue
vo 0,5 moles de DUA y cuatro litros de benceno, agitando -
enérgicamente durante 15 minutos. Terminado el preiodo de
agitacidn se dejé reposar para lagrar la separacidn de las
fases.

Durante esta operacidn ha vuelto a aparecer un -
precipitado muy viscoso que se localiza en la interfase.

4.12.3.2.~ Separacidn de las fases.-

Debido al precipitado presente en la interfase,
se tomaron precauciones para lograr una perfecta separacidn
clave de la pureza de los productos que se pretenden aislar

Se comenzd por una Filtracidn por pliegues de pa
pel jarabes. Para dar cuenta de la dificultad de la filtra
cidn bastard indicar que, a pesar del frecuente cambio de
filtro, se necesitd un total de 60 horas para llevar a ca-
bo este paso.

El filtrado consistia en una emulsién grosera de
las dos fases, no aprecidndose en ningin momento sintomas
de fermetacidn.

La disolucidn, ya libre de materia sélida, se pu
do separar en una baterfa de embudos de decantacidn de 2 1
de capacidad cada unc.Obtenemos asi la fase acuosa(II) y -
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la fase bencénica(III).

4.12.3.3.— Tratamiento de la interfase.-

lLos papeles de filtro gue quedardn impregnados -

por una sustancia casi negra se trataron cen objeto de-evi-

tar toda pérdida de dcidos objeto de nuestro estudio.

Se tomaron los papeles de filtro y se trocearon,
sometiéndolos a sucesivos lavados con agua y benceno. La -
solucidn acuosa resultante se agregd a la fase acucsa (II)
{ la? soluciones bencénicas obtenidas, a la fase bencénica

I11).

4.12e3.44= Purificacidn de las fases.=-

Se ha procedido a lavar la fase bencénica(III) -
con agua y la fase acuosa(II) con benceno.

La fase bencénica ya lavada con 500 ml de agua(_ V)
se dejd reposar durante 25 horas, al cabo de las cuales se
filtrd y separd de los pequefios restos de agua que tenia
en emulsidn. En el papel de filtro quedarcn retenidos unos
peguerics aglomerados negros, gomosos, QUE Se suponene ma-
teria inicialmente en suspensidn gque no pudo ser retenida
por papel de filtro, y que ahora se desprecian.

Se ha obtenido una fase bencénica(V) totalmente
transparente, muy pura, que presenta un color verde oscurc
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ALPECHIN (I)

5 litros de DUA
0,2 M en benceno

AGITACION
!

GRAN PRECIPITADO

FILTRAR
SDLUCIDN“””"’\\\\\\“-PRECIPITADO
DECANTAR LAVAR con agua
FASE ACUOSA FASE URGANICA SOLUGION SOLIDO
(11) (111) i
LAVAR con
benceno
SOLUCION SOLIDO
~—————— BENCENICA
|
FASE ORGANICA
(111)
LAVAR con agua
FASE FASE
ACUOSA ORGANICA
(v)
FILTRAR
FASE ACUOSA .
(11) PEQUENQ FASE ORGANICA

PRECIPITADO (V)

Alpechin extraido
1% vez.
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4.13.- Recuperacidn de los &cidos extraidos del alpechin.-
4.13. 1.~ Tratamiento con 4cido clorhidrico.-:

La fase bencénica (V), conteniendo las sales de
DUA de los &cidos contenidos inicialmente en el alpechin,
se tratd con 4 litros de 4cido clorhidrico 1 N, mantenien
do la agitacidn durante 15 minutos.

La solucién bencénica, de color verde oscuro, -

- tomd color rojo al tratarla con el mencionado 4cido clor-

hidrico.
4.13.2.~ Separacidén de las fases.-—

Al afadir el ClH tuvo lugar la aparicidn de uhos
precipitados abundantes de color marrdn , que se localiza-—
ron inmediatamente en la interfase. ‘

Dejado en reposo durante 24 horas, se procedid a
filtrar en embudos de placa de vidrio poroso del Ne3, tan<
to la fasezacuosa como la bencénica, empleandose en la fil
tracién a vacio un total de 70-80 horas.

Los filtrados se introdujeron en embudos de'de .
cantacidén de 2 litros de capacidad para separar ambas fa -«
SES.

La solucién acuosa resultante (VI), presentaba —
un intenso color rojo. La fase bencénica es la que se indi
ca en el presente esquema como (VII)
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4.13.3.~ Recuperacidn: de los productos: precipitados.-

Al término.de-la filtracidn, los embudos de pla-
ca contenfian gran cantidad del precipitado antes indicado.

Se tomd una pequefia muestra del precipitado y se
comprobd que.era soluble en ‘agua; por lo gue se Supuso gue
se ‘trataba de sustancias insolubles-en medio Acido. pero sg
lubles en agua, sin olvidar ademds -que la isolucidn de alpe
chin era de 16 litros y esta nueva solucidn-acupsd:sélo —
consta de 4 litros, por lo que pueden ser sustanc1as inso-—-
1ubllizadas por”este motlvo.,¢<‘ SR = '

Pudo comprobarse que parte del pr801p1tado era,—
soluble en benceno, por lo que se procedid a lavar sucesi-
vamente el precipitado con agua y benceno en los embudos =
de placa que lo contenia.

Se realizaron los lavados hasfa gue el benceﬁb y
el agua procedentes de los lavados no dejaban residuo s6li
do, 1nv1rt1éndose un total de unas 100 horas en consegulr—
10. sy e P B Ce .

Hemos obtenido una solucidn: acuosék(IX) y una éé
lucidén bencénica que se agregd a (VII), quedando 7,55 g de
1nsolubles (8—1) o S i

4.13.4.—- Concentracidén de la fase acuosa (VI), Purificacién.-

Se tom§ la totalidad de la fase acuosa(VI) y se
concentrd en evaporador rotatorio a presidn reducida hasta
alcanzar-un volemen de unos 500 ml, no alcanzando el bafo
de agua una temperatura superior a los 4520C. - :

La solucidn, originalmente roja y transparente,
fue aumentando de viscosidad, tomando un color rojo muy -
oscuro. En este momento se procedid a lavar con 100 ml de
benceno, agitando, dejando reposar durante 24 horas y re-—
pitiendo la operacién varias veces. La solucidn bencénica

sSlo contenia clorhidrato de DUA impura.
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FASE BENCENICA

(V)

AGITACION con
4 litros de
CIH 1 N
FASE ACUOSA = | FASE BENCENTCA
(vi) (VIiI)

SOLIDO DE LA
INTERFASE

LAVADO con
agua

SOLUCION SOLIDO
ACUOSA
(1x) LAVADO con
benceno

SOLIDO SOLUCION
(5=1) BENCENICA

v
FASE ACUQOSA

CONCENTRAR
en rotavapor

SOLUCION
CONCENTRADA

LAVAR con
benceno

FASE ACUOSA FASE BENCENICA
i

':
SOLUCION BENCENICA
(VII)



A.L.L. 0 H. 166

4.14.~ Fraccionamiento de las mezclas obtenidas del
alpechin.-

4.%4.1.—- Fraccionamiento de S=1.-

El S-1 no es soluble en benceno, cloroformo, éter
dietilico, éter de petréleo(SD—?DOC), soluble en parte en
acetona, bastante soluble en alcchol etilico y alcohol me-
tilico. No es soluble en agua, al menos en forma aprecia —
ble.

Del total de 7,5 g obtenidos en la primera extrac
cidén se ha tomado 3 g, sometiendo esta cantidad a una ex =
traccidn continua en caliente con alcohol metflico durante
48 horas. Se disolvid de esta manera la casi totalidad de
S=1, guedando como resto inscluble 0,2 g de lo que llamare
mos S-1-4. La sclucién alcohdlica resultante S5-1-1 se tra-
td con 850 ml de agua destilada(en conjunto solucidn metand
lica al 20%), logréndose una precipitacidn parcial. Se re-
cogid por filtracidn sobre placa del N23 un sélido negra,
con aspecto de carbdn finisimamente dividido(S-=1-3) en can
tidad de 0,65 g. La solucidn hidroalcohdlica resultante —
(S=1-2) se concentrd a mitad de volumen, con lo gue volvid
a precipitar 0,75 g de sdlido negro(S-1-2-1), quedando ahg
ra la solucién de un color mucho mds claro. Concentrada es
ta solucidn a sequedad en evaporador rotatoric a presién -
reducida y 452C, resultd un sélido marrén (5-1-2-2) en can
tidad de 015 g.
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SOLIDO (S=1)

EXTRACCION continua
alcohol etilico
48 horas

SOLUCION(S=1-1) SOLIDO (S-1-4)

Agua dest.
(pp. parcial)

SOLIDO (S-1-3) SOLUCION (S-1-2)
CONCENTRAGION
PARCIAL
SOLIDD (S5—1-2-1) SOLUCION (8-1-2-2)
CONCENTRACION

a sequedad

SOLIDO (S=1-2~2)
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4,14.2.- Fraccicnamiento de VIII.—

La solucién de la mezcla de &cidos VIIT dié 1lu -
gar, paulatinamente, a un sirupo marrdn muy oscurc, una SQ
lucidn del mismo color y un sélido blanco pulverulento. —
Por decantacidn se separd el sirupo oscuro(VIII—Z) de la -~
solucidn y el sélido blanco. Una filtracidn de esto dltimo
dié como resultado 1,5 g del sélido blanco(VIII-1) y la -
solucién(VIII-3).

El sSlido blanco VIII-1 no funde por debajo de —
3609C, calentado a la llama no arde. No es soluble en ClH,
acetona ni metanol.

Este sdlido presentaba en principic un débil to-
nalidad roja, que se elimind lavando con acetona. El1 com -
puesto blanco presenta en su espectro IR las caracteristi-
cas de silice.

Suponemos que esta silice se ha producido debido
al medio ClH, que ha insolubilizado silicatos con cardcter
dcido extraidos.

4.14.2. 1.~ Fraccionamiento de VIII-2.-

El sirupo negro VIII-2 fue extraido en frio con
éter dietilico, resultando una solucidn VIII-2-1 y unos in
solubles, que tratados en frio con acetona dan una solu —
cidn de color oscuro VIII-2-2. Llevada a sequedad en evapo
rador rotatoric a presidn reducida se obtuvo un sélido de
color caramelo en cantidad de 3,7 g.

Las sustancias no solubles en acetona se tratan
en frio con alcohol etflico, resultando una solucidn alco-
hdlica que llevada asequedad en las mismas condiciones que
en el caso anterior produjo un s6lido(VIII-2-3) en canti -
dad de 0,5 g. :

Quedd un pequenisimo resto insoluble que fue sot

lubilizado en metanol absoluto, dando 2 mg de VIII-2-4.
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VIII

VITI-2 SOLUCION+SOLIDO BLANCO

EXTRACCION FILTRACION
éter en
frio

sOL. VIII-3 VIII-1

S0L. VIII-2-1 INSOLUBLES

EXTRACCICN
acetona
en frio

SOL., VIIT-2-2 INSOLUBLES

EXTRACCION
etanol
en frio

S0L. VIII-2-3 INSOLUBLES

EXTRACCION
metanol
en frio

1
S0L. ViIi—2-4
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4.14.2.2.~ Fraccionamiento de VIII=3.-

La solucidn VIII-3 se concentrd a sequedad en -
las condiciones acostumbradas, consiguiéndose la sequedad
final por tratamiento con metanol absoluto. E1 sélido aobte
nido, de consistencia siruposa, se tratd con éter dietili-
co en frio, quedando la mayor parte del sirupo oscuro sin
disolver. : -

La solucidn etérea, amarillenta, arrastra un liI-
guido oscurg, bastante denso. El conjunto se concentrd.lo
mds posible, afiadiendo metanol absoluto y acetona al final
porgue de esta manera se conseguia una mayor consistencia
en el sirupo. A continuacidén se recubria el sirupo con &=
ter dietflico, sin agitar, cristalizando el sirupo de for—
ma rapidisima. Se obtienen cristales en forma de agujas —
(VIII-3-1), con un punto de fusidn microscépico de 74-80°C

El sirupo negro es aobjeto de nuevos tratamientos
en fric con éter dietilico, logrando cobtener de esta forma
sucesivas cantidades de VIII-3=1.

Como resultado de todo esto obtenemos 0,8 g de -
VITIT=3-=1, una solucidn etérea marrdn oscura(VIII—B—S) y un
resto siruposo oscurc (VIII-3-4).
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Este proceso se repite varias veces hasta agota-
miento de VIII-3:

VIII-3
CONCENTRAR

a sequedad

TRATAR con
MeOH abs.

v
SIRUPC VIII-3

TRATAR con
éter dietilico
en frio.

SIRUPO OSCURD SOLUCION ETEREA,
VITT-3-4 que arrastra liquido
mas oscuro.

CONCENTRAR
a sequedad

TRATAR con
MeOH absoluto

SIRUPO OSCURO

TRBATAR con
éter dietilico
sin agitar

MASA CRISTALINA BLANCA
Y SOLUCION OSCURA
SOLUCION ETEREA

VIII-3-3
-_— FILTRACION
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4,14.2.2.1.= Fraccionamiento de VIII=3-1.-

la fraccidm VIII-3-1 puede considerarse coma un
compuesto de cierta pureza, y se ha intentado purificar y
aislar el componente principal del mismo. Su espectro IR
es el contrasenado como ALP=Z.

Punto de fusidén microscdpico, realizado con apa-—
rato REICHERT, es de 79-80°C.

Recristalizado en éter-metanol da un punto de fu
sibén de 77-77,59C. Su espectro IR es el ALP-8 que no ha su
frido variacidn apreciable.

El compuesto se vaporiza al fundir o pocos gra -
dos despuss, lo que se observd en el microscopio de puntas
de fusidn, cristalizando sobre el cubre del mismo aparato.

A 100°C y 12 mm de Hg, puede recogerse un produc
to cristalino de punto de fusidén microscdpico 69-729C y es
pectro IR contrasefiado como ALP-VIII-3-1. Podemos observar
una dismig%cidn de las bandas de absgqciﬁn correspondiente
a 2000 cm 'y a la zona 2300-2800 cm .

Se ha intentado un fraccionamiento de VIII-3-1 -
basdndonos en su volatilidad, introduciendo una muestra —
del mismo en un sublimador, recogiendo fracciones en condi
ciones cada vez mids forzadas de presidn y temperatura.

Muestra tomada: 365 mg
Condiciones: 10 mm/Hg y 85°C
Recogemos 35 mg de p.f. 69=-709C y IR ALP-S

El resto lo sometemos 10 mm/Hg y 952°C.
Recogemos 45 mg de p.f. 70-729C y IR ALP-10

Resto no volatilizado sometido a 1 mm/Hg y 959C
Recogemos 260 mg de p.f. 90-94eC y IR ALP-=-11

Queda un pequefio resto(5 mg) que comienza a fun-
dir a 509C y termina a 200¢°C.

Se han tomado 200 mg del sdlido ALP=-11, realizén
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dose nuevos fraccionamientos por el procedlmlento anterior
obtenléndose las 6 fracciones siguientes:

12 Fraccidn:
Zé Fraccidn:
32 Fraccidn:

dé Fraccidn:

52 Fraccidn:

62 Fraccidn:

—1 95eC y 12 mm/Hg .
P. p.f. Parte a 73, 1la mayor parte a 77
y un resto a 89°C. IR ALP-12

R™=2 —2 85°C y 1 mm/Hg
P. p.f. 90-94°C, a 79-8092C hay ‘semifu-

sién de algunos cristales. IR ALP-13
R2-3 90°C y 1 mm/Hg

p. p.T. 89-94°C, con semifusidn de al-

gunos cristales a 79—80°C IH ALP;14
R°—a  959C y 1 mm/Hg

p.f. 89-94°C IR ALP- 15

i

R°=5 100°C y 1-2 mm/Mg
p.f. 90-932C, con fusidn de algunos
cristales a 812C IR ALP-16

R°—6 100°C y 1 mm/Hg

Pequefifsima cantidad, IR ALP-17

El conjunto de las operaciones descritas quedan
reflejadas en el esquema de la pdgina siguiente.



con éter

AGUJAS
p.f. 79-802C
IR ALP=7 -

RECRIS.
éter-
-metanol

CRISTALES
p.f. 79-802C

12 mm/Hg
1009eC

CRISTALES
IR ALP-VIII-3-1

RGBTy QE He TR T e

VIiII-3-1

LAVADOD ‘,f””

RECRISTALIZACION

CRISTALES
IR ALP-8

De las aguas madres
se obtienen nuevos
cristales

10 mm/Hg 852C

!
RESTO

10min/Hg 959C

1

RESTO

A mm/Hg 952C

/ ™™ BESTO
IR ALP=11

p.f.90-942C

« PARTE

SIN
FRACCIONAR

_._IH—ALP 9
p.T.69=700C

o IR ALP-10
p.f.70=-722C

92—1
12 mm/Hg 959C ==
IR ALP-12
H2—2
1 mm/Hg 852C
IR ALP-43-
R2—3
1 mm/Hg 909C ==~
IR ALP-14
H2—4
1 mm/Hg 959C =s—y
> IR ALP=15
R =5
1 nm/Hg 1009C
1R Al/,P?-'ue -
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Las pruebas gue se han realizado para dilucidar
la estructura del conjunto de la fraccidn han sido las si-
guientes:

Tomamos la fraccidn 5és abundante de las obteni-
das de VIII-3-1, estc ess, la i -2.

Compuesto blance, inodorao, cristales en forma de
placas.

Andlisis elemental: No contiene nitrdgeno, ni a-
zufre ni haldgenos.

No decolara el agua de bromo, ni es oxidable con
permanganato.

Colorea ligeramente de amarillo la solucidn de
cloruro férrico.

Reacciona con sclucidn etérea de diazometano.

Es soluble en agua, aichol etilico y wetilica, -
muy poco scluble en éter dietilico.

Su solucidn acuosa da una ligera reaccidn é&cida.

Andlisis elemental cuantitativo:

G 39,78%; H 5,52%; 0 54,70%.

Da una sola mancha en cromatografia de capa fina
segdin el procedimiento seguido en los dcidos de la uva y --

limén(100).

Se ha tomado una muestra y metilado con solucidn
etérea de diazometana. El espectro IR del producto ohteni-
do coincide perfectamente con el del citratc de metilo.

En los apartados de esta Tesis correspondientes
a cromatografia gas-l{iquido se dan més pruebas con el fin
de demostrar su estructura.
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4.14.2.2.2.- Fraccionamiento de VIII-=-3-3.-

De la solucidn VIII-3-3 se cbtuvo una peguefia - =
cantidad de sélide VIII-3-3--1(200 mg) en primer término.
Concentranda un poco la solucidn y agregando éter sin agi-
tar se obtuvo 500 mg de VIII-3-=3-2, sélido de color marrdn
a pesar de repetidos lavados.

La solucidn etérea VIII--3—=3-3 no da mds producto
cristalino.

VIITI-3-3

SOLTIDO VIITI=3=3-1

SOLUCION ETEREA

CONCENTRAR
a sequedad
AGREGAR
éter sin
agitar
----§§-““*~ SOLUCION ETEREA
VITI=3-3-3
SOLIDO VITI=3=3-2 CONCENTRAR

a sequedad

NO CRISTALIZA
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4.14.2.2.3.= Fraccionamiento de VIII-3—4.—

El sirupo VIIT-3-4 se extrajo en frio con aceto-~
na hasta lograr solubilizar en la misma la mayor cantidad
posible de sélidao.

La solucidn aceténica se concentra a seguedad, -
ayudando con metanol absoluto, hasta dar un sélido de co —
lor caramelo(VIII-3-4-2) en cantidad de 8,7 g.

La parte insoluble en acetona es un sélido que
por sucesivos lavados toma color blanco. Todas las pruebas
realizadas sobre €l nos indican que se trata de materia i-
norgédnica. Se obtienen 500 mg de este s61lido(VIII=3-4~1)

VIII-3-4

EXTRACCION
con acetona

SOLIDO SOLUCION ACETONICA
LAVADO CONCENTRADO
con acetona a sequedad.

MeCH

SOLIDO SOLIDO VIITI-3-4-2

VI1T-3-4-1 sucio
LAVAR con
éter
LAVAR con
metanol
J \

SOLIDO BLANCO SOLUCION

VIII-3=4-1 resultante de

los lavados
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4.15.- Recuperacién de la DUA utilizada en el primer pro -
ceso de extraccidnm de 4cidos del alpechin.=

La solucidn bencénica VII contiene una mezcla de
sustancias, entre ellas clorhidrato de DUA, sales de DUA -
con 4cidos del alpechin y no destruidas por el dcidoc clor-
hidrico y alguna sustancia soluble en benceno gue provenga
del alpechin.

Para dejar la DUA en libertad se trata con un -
gran excesc de NaOH acuosa. Después de agitar fuertemente
y se deja en reposo para lograr la separacidén de ambas fa-
ses. La fase acuosa tomd un color rojo fuerte, y la fase —
bencénica, después de algunos lavados con agua, quedd con
su color original amarillo dorado.

FASE BENCENICA VII

AGITAR con
solucidn
de NaOH
FASE BENCENICA FASE ACUCSA
LAVAR con
agua varias
veces

FASE BENCENICA
conteniendo
DUA libre
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4.16.- 28 fase de extraccidén, reextraccidn y recuperacién
de los &cidos contenidos en el alpechin.-

Utilizando la DUA libre obtenida tal y como se
describe en el apartado anterior, se procede a una nueva
extraccidn del alpechin ya extraido una vez(l!), seguida
de los correspondientes procesos de reextraccidn y recupe
racién de laos dcidosextraidos. Todas las operaciones se -
han llevado a cabo de forma similar a como se ha descrito
en los apartados anteriores.

Después de agitar el alpechin con la solucién -
bencénica de DUA, dejamos reposar, obteniendo por decanta
cidn una fase orgédnica X y una fase acuosa XI.

La fase orgdnica se lava con agua, y las aguas
de lavado asi obtenidas se agregan a XI. La fase orgdnica,
lavada y filtrada, se trata con 4 litros de ClH 1N, obte-
niéndose por decantacidn una fase orgdnica XIII y una fa-
Se acuosaxII, presenténdose, como en el primer proceso, -
la aparicidn de un precipitado en la interfase, que por -
Sucesivos lavados con agua y benceno, da lugar a una solu
cidn acuosa XIV y a un insoluble S=2.

La solucidn acucsa XII, una vez concentrada a -
unos 500 ml, se lavd con bencena, incorpordndose la solu~
cién bencénica obtenida a XIII.

El producto bruto resultante de esta extraccidn
no ha sido fraccionado.
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ALPECHIN IV

AGITACION con
DUA en benceno

FASE BENCENICA ’ FASE ACUOSA
X XL
LAVAR con
agua
N
FASE BENCENICA FASE ACUOSA
AGITACION
con C1H 1N
x‘
FASE ORGANICA INTERFASE FASE ACUGCSA
XIIT XIT
LAVAR CONCENTRAR
con LAVAR con
benceno benceno
'
INSOLUBLES
SOLUCION LAVAR
BENCENICA con
agua
' ‘
INSOLUBLES
SOLIDO S5-2
SOLUCION
XTIV
CONCENTRAR
LAVAR con
benceno
CONCENTRAR

SIRUPO XIV
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i

4.17.- Extraccidn de los &cidos contenidos en la manzana.-—

4.17.1.- Obtencidn del zumg.-—-

El zumo de manzana se ha obtenido tomando 5 Kg -
de las mismas, eliminando la parte central del fruto y tro
cedndolas a continuacidn.

Los trozos se van introduciendo en una picadora
eléctrica, afiadiendo a la vez agua destilada. Se introdujo
un total de 3 litros de agua destilada, obteniéndose una -
papilla que fué filtrada primero por papel Jjarabes y des —
pués por papel de filtro de porosidad normal. Obtenemos —
asi aproximadamente 3,2 litros de zumo.

4.17.2.= Purificacién del zumo.-

El mayor problema que se ha presentado en tedas
las anteriores extracciones con DUA es la aparicidn de pre
cipitados al tratar las soluciones acuosas con las solucig
nes bencénicas de la mencionada DUA. Teniendo en cuenta -
que este precipitado era debido fundamentalmente a las pec
tinas gue poseia la solucidn acuosa, comenzamos en esta ex
traccidn a aplicar un procedimiento de purificacidn con ob
Jjeto de lograr una despectinizacidn previa al tratamiento
con DUA.

La totalidad de la solucidn acuosa anterior se -
trata con 4 litros de metanol, apareciendo de forma inme--
diata un gran precipitado con aumento de la temperatura —
de la nueva solucidn obtenida.

Después de fitrar a vacio obtenemos una solucidn
acuosa-metandlica perfectamente transparente gue concentra
mas en evaporador rotatorio a presidn reducida hasta obte-



CAG.LTdEH, e

ner una solucidn acuosa de 600 ml.

i El conjunto de las operaciones descritas gueda -
reflejado en el siguiente esquema:

MANZANA

TROCEAR y

| . LIMPIAR

ANADIR agua .
‘ y PICAR

PAPILLA

/ FILTRAR

ANADIR
MelH #

SOLUCION ACUOSA

FLUOCULADO

FILTRAR

SOLIDO
SOLUCION METANOL-AGUA

b

i ; CONCENTRAR

SOLUCION ACUOSA
CONCENTRADA
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4.17.3.—~ Tratamiento con solucidn bencénica de DUA.-—

Tomamos 300 ml de la solucidn acuosa obtenida en
el apartado anterior y la tratamos con 1 litro de solucidn
0,1 M de DUA en benceno, agitando enérgicamente durante -
15 minutos, apareciendo un gran precipitado, aungue en can
tidad mucho menor que en anteriores extracciones.

Por decantacidén obtenemos una solucidn. bencénica
y otra acuosa, ademds un pequefio sdlido ya filtrado que —
despreciamos.

La solucidm acuosa se trata con otro litro de sbé
lucidén 0,1 M de DUA en benceno, agitando 15 minutos y de -
jando decantar, tardando mucho esta vez en separarse las =
dos fases, cosa que ocurre normalmente cuando hay poca can
tidad de 4cido presente:en la fase acuésai:s

Hemos obtenido por lo tanto dos soluciones bencé
nicas, que podemos llamar I y II, producto de la primera y
segunda extraccidn de la solu01én original de’la manzana,
y nos queda una solucidn acuocsa agotada en acidos libres.

Las soluciones bencénicas han sido lavadas y fil
tradas como se describe en anteriores procesos.

LLamamos solucidn III a la fase acuosa extraida
por segunda vez.
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4,17.4.~ Tratamiento con columnas de resinas de cambio
-anidnieos—

Hemos preparado resina sélida DOWEX-1X8, suminis
trada por la BDH, en ciclo acetato siguiendo la forma acos
tumbrada de. hlnchamiento y cambio.

Se ha tomado 100 mequiv. de resina en ciclo ace-
tato, convenientemente lavada. y se ha introducido en una cg
lumna de vidrio Pyrex de 3 cm de didmetro por 70 de anJl—
tud.

La solucidn original obtenida de la manzana, en
cantidad de 300 ml, se ha pasado a través de la columna —-
mencionada, lavando a continuacidn con agua destilada has—
ta que el eluyente no tenga color ni presente reaccidn d&ci
da. LLamaremos a esta columna de resinas COLUMNA I.

; El eluato de la anterior columna se hace pasar a
través de otra columna idéntica, que llamaremos COLUMNA TIT
guedando una solucidn acusa gue designaremos SCOLUCION IV.

Hemos efectuado asf un tratmiento similar al rea
lizado en el apartado anterior, empleando en ambos casos -
mismo némero de equivalentes de agente extractante y la —
misma cantidad de solucidn a extraer.
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ZUMO DE MANZANA

600 ml o

TRATAMIENTO DDWEX—ﬂ.X§
con 11 de DUA ciclo AcO-
0,1 M en benc. 0,1 equiv.

SOLUCION . SOLUCION

BENCENICA acuosa

(1) :
TRATAMIENTO

con 1 1 de DUA
0,1 M en benc. ‘
DOWEX~-1 X8

. ‘ ‘ o COLUMNA 1
SOLUCION ‘ G
BENCENICA
(11)
I !
SOLUCION SOLUCION ACUOSA
ACUOSA :
(III) DOWEX~1 X8
ciclo AcO

0,1 eguiv.

Ar’/’
DOWEX-1 X8
COLUMNA 1T

SOLUCION ACUOSA
(1v)
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4.17.5.-~ Recuperacidn de los &cidos contenidos en las solu
ciones I y II.-

4.17.5. 1.~ Reéxtraccidn.—

La solucidn bencénica de DUA, que contiene lgs -
dcidos extraidos de la manzana por la citada amina, una —
vez purificada por lavades y filtracidn sobre papel, se a-
gita con.una solucidn acuosa de ClH. Tratamos la solucidn
I con 1 litro de C1H 1 N, agitando fuertemente durante 15
minutos. Igual tratamiento se realiza sobre la solucidn II

Pasado el tiempo necesaric para la separacidn de
las dos fases, se decanta, lavando con bencerno la fase a -
cuosa como en anteriores ocasiones.

Obtenemos dos soluciones acuosas, la solucidn 3
que proviene de la I y la solucidn 4 obtenida de II.

La concentracién de ambas soluciones se realiza
en evaporador rotatorio a presidn reducida, obteniéndose
los sirupos 3 y 4. Estos sirupos se lavan repetidamente -
con benceno.

4.17.5.2.~ Fraccionamiento.=

Se ha intentado un fraccionamiento de los produc
tos contenidos en 3 y 4, sin conseguir aislar ningdn pro -
ducto puro. A continuacidén se indica lo realizado en un es
quema,
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SOLUCION I SOLUCION IT
AGITAR con so-
lucidn de C1H
1 Normal
SOL . BENCEN. | T~ S0L . BENCEN.
SOLUCION 3 SOLUCION 4
CONCENTRAR f ‘
\ .
SIRUPO 3 SIRUPO 4
TRATAR CON
MeOH abscl.
CONCENTRAR
AGREGAR
éter
: )
SOLUCION Comienza a cristalizar
AMARILLA pero no se puede sepa-
3-=1 SOLIDO rar. cristales.
BLANCO :
3-2  SIRUPC
NESRO
3=3
TRATAR con
MeOH absol.
CONCENTRAR % Vol.
AGREGAR
éter
FILTRAR
S0LIDO SOLUCION
NEGRO
AGREGAR CONCENTRAR
MeOH
SOLUCION 100 SIRUPO
3=3-=1 3-3-2 3-3-3

1 CONCENTRAR

SIRUPO
3-3-1
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4.17.6.~ Recuperacién de los &cidos contenidos en las co -
lumnas I y II.-

4.17.6.1.—- Desplazamiento.-

Las columnas I y I1I, convenientemente lavadas,
son tratadas cada una con 1 litro de solucién acucsa de —
ClH 1 N, con el objeto de desplazar los &cidos atrapados
en las referidas columnas. Se lavan a continuacién con a -
gua destilada hasta que el eluyente no presente reaccidn ~
dcida, juntando a continuacién los eluatos de ambas colum=—
nas, que constituyen en conjunto la solucidn 1.

La solucidén 1 se concentra en evaporador rotato=
rio a presidn reducida, y después de repetidos intentos de
llevar a sequedad total, no se consigue mas que obtener un
sirupo oscuro, que por tratamiento con éter de la manera -
descrita en anteriores procesos comienza a cristalizar, pe
re no se. puede coseguir separar los cristales del sirupo -
en gue se encuentran.

4.17.6.2.~ Fraccionamiento.-—-

En vista de los malos resultados cbtenidos en -
los productos similares extraidos con la DUA, no se inten-
ta en esta ocasidn fraccionar la mezcla obtenida.

COLUMNA I COLUMNA II
ANADIR C1H
11, 1N
SOLUCION 1
CONCENTRAR

SIAUPO 1
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4.17.7.- Aislamiento de los Acidos de la manzana inicial -
mente en forma de sales.-

4.17.7.1.~ Tratamiento con resinas catidnicas.-

La solucidn acuosa 1II, conteniendo las sales de
dcidos orgdnicos, ha sido pasada a través de una columna -
Contegiendo un exceso de resina catidnica Dowex-50 en ci -
clo H', con lo que se consigue transformar todas las sales
existentes en dcidos libres.

La resina se lava con agua destilada hasta que -
el eluyente no de reaccién &cida y el conjunto de la solu—
cién acuosa se concentra en evaporador rotatorio a presidn
reducida hasta un volumen final de unos 300 ml.

4.47.7.2.— Extraccidén de los dcidos con solucicnes de DUA.-

La solucidn acucsa III, ya cambiada, se trata con
1 litro de solucidn bencénica de DUA 0,1 M. Después de 15
minutos de agitacidn se deja reposar, separdndose por de —
cantacién una solucidn acuosa(III-1) y una solucién bencé-
nica(III—Z)que se purifica por repetidos lavados con agua
destilada y posterior filtracidn.

4.17.7.3.- Reextraccidn y. recuperacidn.-—

La solucidn bencénica II1I-2 se trata con 1 litro
de solucidn acuosa de ClH 1IN, agitando durante 15 minutos,
dejando reposar y separando las dos capas. La fase acuosa
se lava con benceno, se concentra a presidn reducida, se -
vuelve a lavar con benceno y se continda concentrando has—
ta obtener el sirupo 5, scbre el gue se hicieron algunos -

intentos de fraccionamiento sin resultado.
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SOLUCION II1

S Dowex=50 X8
’ciclo He

SOLUCION conteniendo
~. -1 .1, fcidos libres

i AR S P TRATAMIENTO B
: ) con DUA.O,1 M '
en benceno i

.-SOLUCIUNTF”f’J\\\\\\\*n;SDLUCIDN .

ACUOSA ; BENCENICA
TII=1 ‘. : - ITTI-2
ANADIR
solucidn
I -acuosa de
ClIH 1 N
' SOLUCION
- | = BENCENICA
: SOLUCION S ;
L ACUOSA
LAVAR con
benceno
CONCENTRAR
' LAVAR con
bencenc
CONCENTRAR
La sequedad

.. SIRUPO 5
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4.18.= Extraccidn de les 4cidos contenidos en la cirula.-—

4.18.1.- Obtencidn del zumo.- Purificacidn.-—

Se ha tomado 5 Kg de ciruela de color amarillo
de la variedad conocida como " Japonesa", troceado mecdni-—
camente, despreciando el hueso sdlamente.

El peso de lo despreciadoha ascendida a 350 g.

La pulpa y la piel han sido picadas en batidora,
anadlendo 200 ml de agua destilada. Ante la imposibilidad
de ningdn filtrado previo, se procedid a despectinizar di-
rectamente, afiadiendo 7 litros de alcohol metflico, obser—
vando, como en anteriores ocasiones, un desprendimiento de
calor.

Se ha obtenido una solucidn metandlica-acuosa de
color amarillo oscurc, totalmente transparente después de
filtrar, primero en filtro de pliegues y después a vacic -
en kitasato y buchner.

La solucidn acuosa se concentra en evaporador ro
tatorio a presidn reducida hasta conseguir un volumen fi —
nal de 750 ml.

Se han reservado 50 ml para realizar diversas —
pruebas. La valoracidn de acidez total, empleando fenolf -
taleina como indicador, nos da un valor aproximado de 0O, 7N

4.18.2.~ Tratamiento con soluciories bencénicas de DUA.-

A 350 ml de la solucidén acucosa de los Acidos de
la ciruela se le afiadid solucién bencénica de DUA 0,1 M. —
Para ello se dividid la solucién acuosa en dos porciones —
iguales de 175 ml cada una, afiadiendo a cada porcidén 1 li-
tro de solucién 0,1 M de DUA en benceno, agitando a conti-
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nuacidn durante 15 minutos.

Después de un tiempo de reposo, se separan las —
fases acuosa y bencénica. Esta Gltima se lava y filtra, —
resultando una .sglucidn limpia y transparente de cada una
de las dos extracciones. Las designaremos con las siglas -
CIL y CIIL.

Las soluciones acuosas resultantes se reunen y -
tratan con 1 litro de DUA 0,1 M en henceno, obteniéndose -
otra solucidn bencénica por el mismo procedimiento, gue —
llamaremos CIII, y guedando una solucidn acucsa resultante

La solucidn acuosa resultante es tratada ahora -
con 0,3 equivalentes de splucién de DUA 0,1 M en benceno,
con lo que cbtenemos otra solucidn bencénica que denomina-
remos._ CIV. '

. Nas queda .una salucidn acuosa agotada en dcidas,
llamada CV. '

_ El objeto de realizar las extracciones de la for
ma descrita es lograr una buena extraccidn y manejar poca
cantidad de DUA, ya que la utilizada en una extraccidn sir
ve para la siguiente, una vez llevado a cabo el proceso de
reextraccidn, que expongo en otros apartados para mayor ——
claridad, y tratamiento posterior del clorhidrato de DUA
de la manera expuesta en el apartado 4.15 de esta Tesis.

4.18.3.- Tratamiento con resinas de cambio anidnicas.-

Hemos empleado resina sdlida Dowex=1 X8, sumis =
trada por la BDH y puesta en ciclo -0OH y lavada a la mane-—
ra usual, prepardndose a continuacidn columnas con 0,1 e —
guivalente cada una.

El tratamiento se ha efectuado sobre 350 ml de -
la solucidn original, esto es, del zumo de ciruela concen-
trado, misma cantidad que la utilizada en el apartado ante
rior en el caso de la DUA.

Se ha dividido el zumo en dos porciones de 175 -
ml cada una, haciendo pasar cada porcidn por una columna
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de las preparadas anteriormente, conteniendo 0,1 equ1valen
te de resina en ciclo —{OH.

Las columnas se lavan a continuacidn con 5 litros
de agua destilada, 1 litro de metanol y posteriormente con
2 litros de agua destilada. Obtenemos asi dos columnas que
poseen dcidos en su interior, y que llamaremos Cvl y CVII.

Los eluatos de las dos columnas se reunen, con —
centran a volumen original y se hacen pasar a través de -
una tercera columna conteniendo 0,1 equivalente de resina
en ciclo -0H. La columna se lava de igual manera que en el
caso anterior y obtenemos asi la columna CVIII y el conjun
to del eluato, que vuelve a concentrarse a volumen orlglnal

El eluato se hace pasar por una cuarta columna —
que contiene 0,3 equivalentes de resina en ciclo -0OH, se
lava convenlentemente la columna y se obtiene asi la colum
na CIX y la solucién acuosa, concentrada a volumen origi:i—
nal, CX CX.

La extraccidn con columnas resulta muy dificulta
sa debido a los grandes voldmenes que hay gue manejar y a
los procesos de concentracidn de soluciones que efectuar.
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CIRUEEAS
DESHUESAR
T TRITURAR

DESPECTINIZAR
can Me(OH

b ; FILTRAR

PRECIPITADD w—di

: L
D . SOLUCION 700 ml

| DIVIDIR 350 (+350)
)

175 ml (175 ml 175 ml (175 ml)

0 ‘ rD.’I equiv. 0,1 equiv.
sol. bencén. sol. bencén.
de DUA 0,1 M de DUA Q,1 M
(0,1 equiv. (0,1 equiv.
, Dowex1(0H) ) . .| Dowex 1(0H))
SOLUCION -— T~ SOLUCTON
BENCENICA BENCENICA
CI CII
TCoLum.cvI) SOLUCION ACUOSA TCOLuM. CVII)
{ELUATO)

0,1 equiv.
sol.DUA O, 1M
(0,1 equiv.
Dowex 1 (DH))

SOLUCION — a— |

BENCENICA
CIII 4
{COLUM.CVIII) SOLUCION ACUOSA
(ELUATO)

0,3 equiv.

sol.DUA O, 1M

(0,3 equiv.
SOLUCION BENCEN. Dowex 1 (OH)) SOL . ACUOSA
CIV cV
(COCUM.CIX) TELUATO CX)
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4.18.4.- Reextraccién y recuperacidn de los &cidos conte —
nidos en CI, CII, CIII y CIV.-

Cada una de las soluciones bencénicas cI, CiI, -
CIII y CIV se tratan con 1 litro de solucidn acuosa de | ClH
1 Normal manteniendo a continuacidn un periodo de agita -
cidn de 15 minutos.

Después de un tiempo de reposo, se separan las —
fases acuosas de las correspondientes fases bencénicas, ob
teniendo asi las soluciones acuosas CXI, CxI1, CXIII y -
CXIV.

Las soluciones acuosas se lavan con bencenag,
concentran en evaporador rotatorioc a presién reducida y —
vuelven a lavarse con benceno, para continuar concentrando
a continuacidén la solucién acuosa hasta la mayor sequedad
posible.

Hemos obtenido los sirupos CXI, CXII, CXIII vy
CXIV, que en un intento de obtener compuestos sélidos se
trataron con metanol absoluto, acetona seca y alcohol eti-
lics, intentando cristalizaciones que nunca fueron comple—
tas, no pudiendo separar los cristales formados de los si-
rupos en los que se formaron.

4.,18,5.— Desplazamiento y recuperacidn de los &cidos conte
nidos en las columnas CVI, CVII, CVIII y CIX.-

Se ha seguido un tratamientao: andlogo al efectua—
do en el apartado anterior, tratando todas y cada una de -
las columnas con 1 litro de solucidn acuosa de ClH 1 N, la
vando a caontinuacidn con agua destilada hasta que el elu -
yente no tenga acidez. Obtenemos asf las soluciones acuo -
sas CXVI, CXVII, CXVIII y CXIV, gue son concentradas hasta
dar respectivamente los sirupos de la misma denominacidn.

Los sirupos se trataron en la forma gue los ante
ricres para intentar una cristalizacidén, obteniéndose re -

sultados igualmente negativos.
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N SOLUCIONES BENCENICAS
€1 CII CIII Clv
AGITAR AGITAR AGITAR AGITAR
11 11 11 31
ClH 1IN . ClH N C1H 1IN ClH 1N
SOLUCIONES SOLUCIONES
BENCENICAS J BENCENICAS
‘ }
¥ SOLUCIONES ACUQOSAS ]
CXT CXII - CXIII CX1V
|
CONCENTRAR CONCENTRAR | CONCENTRAR CONCENTRAR
LAVAR LAVAR LAVAR LAVAR
con can con con
benceno benceno bencenoc benceno
SIRUPQOS
CXI CXIT CXIIT CXIV
COLUMNAS
Cvl CVII CVIII CIX
TRATAR TRATAR TRATAR TRATAR
con 11 con 11 con 11 con 3 1
CiH 1 N ClH 1N CiH 1 N CiH 1 N
COLUMNAS SOLUCIONES ACUQSAS OLUMNAS
CXVI CXVIT CXVIII CXIX
| | |
CONCENTRAR CONCENTRAR CONCENTRAR CONCENTRAR
SIRUPOS
CXVL CXVIT CXVITI CXIX
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4.18.6.~ Tratamiento de las soluciones V.y X con columnas
de cambio catidnicas.—

Las soluciones acuosas CV y EX, conteniendo &ci-
dos orgdnicos en forma de:sales, son pasadas, independien-—
temente, a trvés.de sendas columnas de resina sélida DO —
WEX-50 X8, ciclo H', con:.el fin de romper las citadas sa -
les y dejar los &cidos en libertad.

' i i )

Se ha empleado:un gran exceso de resina catiéni-—

ca con el objeto de asegurar un completoc cambio.

En ambos casos se ha lavado la columna con agua
destilada hasta que el eluyente no contenga acidez alguna,
concentrands después el eluato hasta volumen inicial.

‘ Mediante este tratamiento obtenemos la solucidn
acuosa CXV a partir de la solucién CV y la solucién CXX a
partir de la CX.

4.18.7.=~ Extracciédn con DUA de los &cidos inicialmente en
forma de sales.-

La solucidn acuosa CXV se somete a extraccidn -
con 3 litros de soluciédn 0,1 M de DUA en benceno, de la -
forma usual, y a la solucidn acucsa resultante se le vuel
Ve & procesar con 3 litros de solucidén 0,1 M de DUA en —
benceno. E1l total de la soclucidn bencénica del primer pro
ceso lo denominamos CXXI y a la solucién bencénica resul—
tante del segundo la llamamos CXXII.

Las referidas soluciones bencénicas se tratan —
con 1 litro de 4cido clorhidrico 3 N cada una, agitando en
la forma usual, obteniéndose de esta forma las soluciones
acuosas de reextraccidn ndmeros CXXIII y CXXIV, que debida
mente lavadas con benceno y concentradas nos dan los siru-
pos de igual denominacidn.
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4.18:8.= Extraccidn con resinas de cambio anidnico de los
&4cidos inicialmente en forma de sales.-

La solucidn CXX, obtenida con intervencidn de re
sinas catidnicas en ciclo hidrdgenao, es pasada a través de
2 columnas de Dawex-1 X8, ciclo -OH, conteniendo cada una
0,3 equivalentes de la citada resina.

La resina se lava a continuacidn con agua desti--

lada, metanol y agua destilada de nuevo, eluyendo a conti-
nuacidn cada una de las columnas con 1 litro de ClH 3N,
lavando con agua destilada hasta no encontrar &cida el a -
gua de lavado.
Reuriimos el eluato de las dos cclumnas y obtene-—
mos la solucidn acuosa CXXV, que por concentracidn en eva-
porador rotatorioc a pr951dn reducida nos da.un sirupo deno
minado CXXV.

El sirupo CXXV se intentd fraccionar y cristali-
zar sin resultado.
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SOLUCIONES ACUOSAS

DOWEX-50 X8
ciclo H

0,3 equiv.
DUA O,1 M
en benceno

SOLUCION SOLUCION
ACUCSA BENCENICA
CXXI

0,3 equiv.
DUA 0,1 M
en benceno

1 litro
ClIH 3 N

SOLUCION  SOLUCION
CXXIII BENCENICA

SOLUCION ™

ACUOSA
SOLUCION
BENCENICA
CXXIT

1 litro
ClH 3 N

SOLUCICN

CXXTV SOLUCION

BENCENICA

CX

DOWEX-50 X8
ciclo H

SOLUCIONES ACUOSAS
DE ACIDOS LIBRES

CXX r

DOWEX-1 X8
ciclo H
0,3 equiv.

‘;\\\\\\\\\“
DOWEX-1 X8 SOLUCION

con dcidos ACUOSA
1 litro
ClH 3 N
DDWEX—1+X8
ciclo H
0,3 equiv.

' '

SOLUCION DOWEX-1 X8
ACUQOSA con dcidos
1 litro
ClH 3N
SOLUCION
ACUOSA
V4
SOLUCION
CXXV
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4.19.- Cromatografias en papel y capa fina de los productos
extraidos de la manzana y ciruela.-

Se ha realizado un gran ndmerc de cromatografias
en papel de los 4cidos contenidos en los extractos de ci -
ruela y manzana, tanto en lo que se refiere a los realiza—
dos con soluciones de DUA como a los efectuados con resi —
nas Dowex-1.

El procedimiento seguido ha sido, para las croma
tograffas en papel, el descrito por BUCH, DRYDEN y HILLS
(33), utilizando papel Whatmans N21 y diversos liguidos de
desarrollo y visualizadores.

Lfiquidos de desarrollo:

Ne1 Alcohol n-amilico/ &cido . férmico 5M (1/1)

'Ne2 Alcohol n-butflico/4cido acético/ agua(a/1/5)

Ne3 Alcohol etflico/amoniaco/agua (20/1/4)

Visualizadores:

Ne1 Anhidrido acético/piridina (a.a. 10% en .pir.)
calentando a 1009C durante 5 minutos.

Ne2 Vanadato amdhico, solucidn acuosa saturada.

Ne3 Nitrato cérico-aménico al 2% en nitrico 1 N.

N24 Nitrato de plata amoniacal.

NeS Cloruro férrico, solucidn acuosa al 1%.

Los cromatogramas se observaron después de reali
zar la aspersién a la luz visible y ultravioleta no filtra
da y a las 24 horas bajo luz visible y ultravioleta.

Las cromatografias fueron en todos los casos des

cendentes y se realizaron en cémara saturada de vapor a —-—
temperatura ambiente( 249C al comenzar las cromatografias)




PARTE EXPERIMENTAL 201

teniendo en cuenta que en todos los casos se utilizaron pa
trones para comparacidn.

La conclusidn sacada de estas cromatografias es
gue, tanto en el caso de la manzana como en el de la cirue
la, si no se realiza un fraccionamiento previo tal y como
realizan los autores anteriormente citados, es muy diffcil
asegurar la presencia de tal o cual dcido en la mezcla, ——
salvo el caso, también en ambas ocasiones, del dcido méli-
co que puede detectarse debido a la gran cantidad gue de -
€l existe en las muestras analizadas.

Los cromatogramas, sea mayor o menor la cantidad
de muestra tomada, son una continua cola con déhiles aumen
tos de intensidad de respuesta en algunas zonas, lo gue ha
ce muy aventurado el asegurar la presencia de determinados
dcidos.

S61lo podemos dar como positivo:

Manzana, dcido mdlico
Ciruela, &cido mélico

habiendo encontrado estos dos &cidos en todas las fraccio-
nes obtenidas de ambos frutos excepto en 3-3-2 de la manza
na.



A.G.L. de H. 202

4.20.- Cromatografia gas-liquido.-

La cromatografia gas-liguido de los productos - -
aislados del limén, uva, manzana, ciruela y 12 y 22 extrac
cién del alpechin de la aceituna, dada la escasa volatili-
dad de los mismos, se ha llevado a cabo previa transforma-—
cién en esteres metilicos y TMS derivados, efectuando con
‘estos Gltimos el andlisis cuantitativo.

4.20.1.- Cromatografia gas-ligquido de ésteres metilicos.-—

4.20.1.1.- Preparacién de diazometano.-

La obtencidén del diazometano necesario para la
formacidn de ésteres metilicos de los 4cidos se ha lleva-—
do a cabo a partir de N-nitroso,N-metil-urea sintetizada
en nuestros Laboratorios seglin el procedimiento normal des
crito en (148)

Punto de fusidn de la N-nitroso,Nmetil urea
obtenida: 124-1259C.

Da satisfactoriamente la prueba de solubilidad -
en metancl hirviente.

Obtencidn de diazometano: Se ha seguido en esen-—
cia el procedimiento abreviado de ARNDT(149), aunque alte-
rédndolo en algunos aspectos. Se ha preparado una mezcla —
frigorifica hielo-sal y en ella se ha dispuesto de un ma -
traz y agitador magnético, introduciende a continuacidén la
cantidad prevista de éter dietflico y N-nitroso,N-metil-u-—
rea. Una vez enfriado todo el conjuntg, se ha ido afadiendo
poca a poco una solucidn saturada de KOH en agua, enfriada
previamente a -30°C. La solucién etérea, saturada de diazp
metano, se ha decantado y hecho pasar a través de un fil -
tro de pliegues, introduciéndola en un erlenmeyer, provis—
to de tapdn de ajuste, gque contiene abundante cantidad de

éentejas de KOH, almacenandose a continuacidn en congela -
or
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Las soluciones etéreas de diazometano se mantie—
nen sobre KOH y en congelador por lo mencs 12 horas antes
de usarse, pudiendo mantenerse en frio perfectamente duran
te un periodo elevado de tiempo.

4.20.1.2.~ Preparacién de patrones de ésteres metilicos.-—

Se ha seguido el procedimiento de McKEOWN y READ
(122) a 259C ya descrito en la parte tedrica, empleando me
tanol absoluto MERCK y las solucicnes etéreas de diazometa
no preparadas por nosctros.

Una vez cbtenidos los ésteres metilicos se evapa
ran los disolventes en corriente de N, seco y se disuelven
en acetona, tomdndose de esta solucidn la muestra para in-
yectar en el cromatdgrafo.

Los &cidos empleados como patrdn son todos de pu
reza R.A. & similares de las casas MERCK, ALDRICH, BDH, -
SIGMA y FEROSA, comprobdndose los ésteres met'ilicos obte-
nidos por espectroscopia IR.

Se ha preparado una cantidad apreciable de citra
ta de metilo, obteniéndose cristales que se han lavado con
agua destilada y recristalizado en cloruro de metileno —
éter dietllico.

P. de fusidn del citrato obtenido 782C.

Acidos esterificados: Acético, pirdvico, glicdli
co, léctico, oxdlico, maldnico, succinico, fumdrico, mali-
co, glutdrico, adfpica, salicilico, alcanférico, amigddli-
co, tricarbalflico, aconitico, alfa—cetoglutédrico, ftdlico
tartdrico y cltrico.
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4,20.1.3.= Esterificacién de las fracciones aisladas de -
los productos naturales.-—

La esterificacidn de las diversas fracciones se
ha llevado a cabo segln un procesc similar al efectuado -
con los &cidos patrdn.

Cada una de las fracciones se ha disuelto en al-
cohol metilico absoluto, afiadiendo a continuacidn la solu-
cibn etérea de diazometano ( 25 ml por cada 10 mg de mues-—
tra).

Surge el problema de la aparicidn de precipita -
dos en la mayor parte de las fracciones a esterificar al -
agregar la solucidn etérea de diazometano. Afadiendo nue —
vas porciones de alcohol metflico se logra paliar este in-
conveniente.

Al cabo de 1 hora, se introducen las soluciocnes
gtéreas ;en una vitrina gue posea buena ventilacidn
para ir eliminando paulatinamente el diazometano y el —
éter, empezando ademds a pasar una corriente de nitrdgeno
seco a traves de cada una de las soluciones. Concentramos
hasta dejar reducido el volumen a unos 3-4 ml. momento en
gye ya la solucidn es exclusivamente metandlica y puede —
conservarse en frigorifico hasta el momento de usarse.

Cuando se haya de inyectar en el cromatdgrafo, -
se termina de eliminar el metanol a vacio a temperatura am
biente o bien por corriente de nitrdgeno seco y se disuel—
ve el resto en acetona seca, estando listo para realizar —
la inyeccidn en el cromatdgrafo de gases. En algunos casos
concretos se prefiere disolver en cloruro de metileno, por
ser un excelente disolvente de estos compuestos, aungue —
siempre tratard de evitarse debido a los efectos nocivos
de los disolventes halogenados sobre las columnas metdli- —
cas y soportes silanizados.

tas fracciones sometidas a metilacidn son las si
guientes: 8-1-3; S=1-4; S=1-2=1; S-1-2-2; VIII-1; VIII-2-2
VIII-2-3; IX-I; IX=2; IX-=3; VIII-3-1; R<=2; VIII-3-3-1;
VIIT-3-3-2; VIII-3-4-1; VIIT-3-4-2; LIMON; UVA FER; UVA;
M=1; M=2; M=3=1y2; M=3=3; M-4; M-5; CXVI;CXVII;CKVIII; —
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CXIX; CXI; CXII; CXIII; CXIV; CXXIII; CXXIV.

4.20.1.4.~ Aparatos utilizados, columnas condiciones de —
’ : trabajo. Tiempos de retencidn de los patrones -
utilizados.-

Hemos empleado diversos cromatdgrafos de gases,
utilizando columnas diferentes y condiciones de trabajo —
también diferentes,

Como prueba preliminar de los andlisis de estos
compuestos se trabajd en un aparato Perkin-Elmer F-21, con
las caracterlsticas y en las condiciones qgue se indican:

Detectores de ionizacidn de llama, control inde-
pendiente de la temperatura de inyectores y detectores. Ca
rece de programacidn lineal de temperatura, equipado con -
divisor de flujo a la salida de la- columna; no existiendo
posibilidad de utilizacidn de sistema de doble columna.

Columna: Dos columnas en U de 90 cm cada una ins
taladas en serie, de acero inoxidable tratado interiormen-—
te. Didmetro interno 8mm. Didmetro externo 9,5 mm. Relleno
de BUTANODIOLSUCCINATO (LAC-6-R860) al 5% en CHROMOSORB—G
de 60/80 mallas.

Gas portador: Nitrdgeno, con un flujo a través =
de columng medido a 150°C, de 140 ml/min.

Detector de ionizacién de llama, con un flujo de
hidrdgeno de 35 ml/min, flujo de aire de 350 ml/min y flu—
Jo de gas portador a través de &1 de 10 ml/min. Temperatu-
ra de detector 2209C.

Temperatura de inyector: 2702C

Registro: L &N\ Speedomax. Velocidad 0,5 pulgadas
por minutao.
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Tiempos de retencidn de los ésteres metilicos de
los siguientes écidos en esta experiencia y a las tempera-—
turas que se indican:

ACIDO a 1509C a 170eC

TIEMPOS DE RETENCION EN MINUTOS

PIRUVICO - 0,4 1,0
LACTICO 0,6 0,9
OXALICO 0,8 1,3
GLICOLICO 1,0 1,4
MALONICO 1,25 1,9
SUCCINICO 1,75 2,75
GLUTARICO 2,45 4,3
MALICO 8,0 13,6
TRICARBALILICO 14,5 28,0
ACONITICO 15,3 31,0
TARTARICO 16,5 35,0
CITRICO 32,5 69,5

Los tiempos de retencidn estdn tomados teniendo
en cuenta el tiempo muerto que invierte el gas en recorrer
la columna y que se considera igual al invertido en hacer-
lo el frente del disolvente.
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El estudio definitivo de los ésteres metilicos -
se realizd con otro aparato mds adecuado, empleanda colum—
nas distintas y en otras condiciones totalmente diferentes

Aparato utilizado: Carlc Erba modelo FractovapGV
provisto de control independiente de temperaturas en el in
yector y detector. Inyeccidn directa en cabeza de columna,
pudiendo trabajar con sistemas de doble columna. Detector
de.-ionizacidn de llama. Provisto de mddulo para programa —
cidn lineal de temperatura, con enfriamiento automético.

Columna empleada: Columna en U de acero inoxida-—
ble tratada interiermente, de 2 metros de logitud y 5 mm -
de didmetro interno. Relleno de DIETILENGLICOLSUCCINATO -
(LAC-728) al 20% en CHROMOSORB W (AW— 60/80 mallas)

Gas portador: Nitrdgenoc N=47, con un flujo a tra
vés de la columna de 140 ml/min medido a 150°C.

Repartidor de caudal a la salida de la columna,
enviando 90 ml/min al detector y el resto al exterior.

Blogue de inyectores a 2709C

Detector de ionizacidén de llama a 3009C. Con un
flujo de hidrdégeno de 40 ml/min y un flujo de aire de 300
ml/ min.

Registrador kN Speedomax WLN, con 2,5 mV a to-
da la escala. Velocidad del papel 0,5 pulgadas/minuto.

Sensibiiidad del amplificador a que se ha traba-
Jjado: 100x4 - 100x64.

Temperatura de columnas: Se ha trabajado con prg
gramacidén lineal de temperatura 150-200°C con una rela —
cién de calentamiento de 3,5°C/min, trabajandoc isotérmica-—
mente a 2002C una vez terminado el programa.

Los tiempos de retencidén se han tomado a partir
del frente del disolvente, es decir, no teniendo en cuenta
el tiempo muerto propio de la columna empleada. Estos tiem
pos pueden transformarse en distancias d teniendo en cuen-
ta la velocidad del papel del registrador.



A.G.L. de H. 208

ACIDO

PIRUVICO
LACTICO

GLICOLICO

OXALICO

MALONICO

FUMARICO

SUCCINICO
GLUTARICO
SALICILICO

ADIPICO

MALICO
ALFA~CETOGLUTARICO
AMIGDALICO
ACONITICO
TRICARBALILICO
FTALICO

TARTARICO

CITRICO

TIEMPO DE RETENCION

1,3
1,65

2,6

3,0

4,5

5,0

5,5

7,2

8,4

9,5

14,9

16,5 y 18,3
19,9
20,0
20,0
23,2
28,0

32,0



PARTE EXPERIMENTAL 209

4.20.1.5.~ Cromatogramas de ésteres metilicos,cg;regponw-f
dientes a los &cidos del alpechin. 1% extraccidn.-

Presentamos a contlnuacldn los cromatogramas CO-—
rrespondientes a los andlisis efectuados ‘por ésteres meti-
licos sobre la primera extra0016n del. alpechin.;

, Los Cromatogramas representados estan reallzados
sobre DEGS ;
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4.20.1.6.~ Cromatogramas de los esteres metilicos de los —

dcidos aoslados del zumo de limdn.-—

Incluimos los cromatogramas de los ésteres meti--
licos de los &cidos aislados, mediante soluciones bencéni=

de DUA, del zumo de limdn.
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4.20.1.7.~ Cromatugramas de los ésteres metilicos de los -

dcidos aislados del zumo de uva.-

Los cromatogramas de los &cidos aisladus con so-
luciones de DUA del zumo de uva vienen representadcs a ccn

tinuacidn.
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4.20.1.8.- Cromatogramas de los ésteres metilicos de los —

dcidos aislados de la manzana.-—

Los cromatogramas de los &cidos aisladus de la —
manzana, tanto por soluciones bencénicas de DUA como por -

resinas DOWEX-1, vienen dados a continuacidn.
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4.20.1.9.~ Cromatogramas de los esteres metilicos de lcs

4cidos aislados de la ciruela.-

A continuacidn representamos los cromatogramas
de los &cidos aislados de la ciruela por soluciones bencé-

nicas de DUA y por resinas DOWEX-1 er ciclo OH .
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4.21.- Cromatugrafia de gases de TMS derivados.-—

4.24.1.— Formacidn de derivados.-

La formacién de TMS derivados de los &cidos pa -
trén y los de las muestras de sustancias naturales se ha -
llevado a cabo siguiendc el procedimientc de FERNANDEZ ——
FLORES y col.(52)(56) en combinacidén con la modificacidn
de ZEN=ICHI y 001(124) en lo gue respecta a la formacidn -
previa de oximas de los cetodcidos que han de ser cromato-—

grafiados.

Mezcla silanizante: Mezcla preparada previamente
de Piridina/HMDS/TMCS (9/3/1°en volumen) mezclados estric-
tamente en el orden indicado, pues de lo contrario hay di-

ficultad para silanizar los hidroxidcidos.

Procedimiento: Afadir un ml de mezcla silani%an—
te por cada 10 mg de muestra de dcidos. El tiempo de sila—

nizado ha de ser de 2 horas coma minimo.
Formacidn de oximas: Tratamiento con solucidn en

piridina de clorhidrato de hidroxilamina durante 15 minu -

tos a temperatura ambiente.
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Viales utilizados: De vidrioc con tapa de tefldén
roscada para lograr un cierre hermético y 5 ml de capaci—

dad.

Las operaciones de trasvase han sido realizadas

siempre con jeringas normales de 5 ml de capacidad.

Cuando se trata una muestra de productos natura.
les, y debido a que durante el secado queda la muestra —
fuertemente adherida al fondo del tubo y resulta dificil
realizar la reaccidn en estas condiciones, se ha introduci
do de forma previa a la adicidn de la mezcla silanizante,
dos peguenas bolas de vidrio. Una vez afiadida la mezcla si
lanizante se ha procedido a agitar vigorosamente, disgre: -
gando la muestra y realizando la reaccidn en estas condi -
ciones.

Reactivos empleados:

Piridina para cromatografia FEROSA (contenido en
agua 0,05%) '
Clorhidrato de hidroxilamina Merck r.a.

HMDS y TMCS FLUKA

Se han preparado TMS derivados a partir de dci -
dos libres y también a partir de sales de cinc y amdnicas,
utilizando en todos los casus el mismo método de silaniza-

cidn.
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Acidos patrdn empleados:

Glicslico, ox&lico, léctico, maldnico, benzoicco,
fenilacético, succinico, fumérico, glutérico, malico,4 -hi
droxiglutédrico, o« —cetoglutdrico, tartdrico, aconitico, ci-
trico, quinicc, g&lico, tricarbalilico, citracdnicoc, mici-

co, cafeico, abscisico, salicilico, mevaldnico.

Todos los &cidos empleados son de calidad r.a.

de las firmas ALDRICH, SIGMA, MERCK, FLUKA y FEROSA.

Es muy imPortante realizar todas las operaciones

de formacidn de derivados en condiciones anhidras.

4.21.2.- Construccidn de la columna para TMS derivados.-

Se ha construido una columna de vidrio pirex de
2 m de longitud y 1,75 mm D.I., procediéndose a continua-=
cidn a desactivarla por lavados con &cido nitrico durante
24 horas, y posterior tratamiento con soclucidn al 5% de -
TMCS en tolueno, lavando después con acetona y secando por

corriente de aire.

Relleno utilizado:
Silicona SE-30 al 3% en peso scbre Chromosorb W

lavado con 4cido y silanizado, de 60/80 mallas. Ambas co -

sas son de la casa Carlo Erba.
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La cantidad apropiada de silicona se pesd en una
balanza semimicro de la casa Mettler, se disclvid .en clory
ro de metileno(para cromatografia, de la Carlo Erba), y se
agregd sobre la cantidad justa de Chromosorb, pesado scbre
la misma balanza y empapado del mismo cloruro de metileno.
Se procedid a continuacidn a eliminar lentamente el cloru—
ro de metileno_en evaporador rotatorio bajo presidn reduci
da, logrdndose una masa semiseca que se termina de secar -

en un lecho fluido con nitrdgeno seco y caliente.

Después de un ligero tamizado se procedid a lle—
nar la columna, sometiendola a vacio por un extremo y man--

teniendo siempre wuna vigorosa vibracidn.
El acondicionamiento de la columna se llevd a ca

bo de una forma progresiva en cuanto a temperaturas se re-

fiere. -
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4.21.3.~ GCélculo de las caracteristicas de la columna.—

Los datos experimentales tomados para calcular

el comportamiento de la columna son los siguientes:

T 100¢eC
c
. 2,2
PM Pi Po .Pi/PD J (Pi/Po)—1 u.
1,5 2,42 0,92 2,68 0,505 6,2 950
1,8 2,72 0,92 2,90 0,475 7,4 1300

2,0 2,92 0,92 3,22 0,445 9,4 1800
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T 3732K

T 398¢K

T 423¢K

T . 4489K

T 4732K

T 4239K

T_ 298eK
a

T_.2989K
a

T_ 298¢K
a

T_ 2989K
a

Py 18 — F_ 20 ml/min

Py 2141 F. 30 ml/min

Py 2135 F 25,5ml/min
Py 2169 F. 23 ml/min

Py 2185 F 19 ml/min

PM dD

2,46 0,30

2,00 0,40

1,41 0,60
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Para el célculo de K y ¢ :

TC 150¢°C

Ta 25 °C

r2 7,5 x 10-3 Cm2

L 2,3 x 10—4 poises

PM 2,55 atms.

F 25,5 ml/min

dO 0,48 cm

P 0,92 x 10° dinas/cm2
Pi/PD 3,77

3 0,373

u 63 cm/seg
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€ de la columna = 0,40

Cédlculo de K segun KOZENY y CARMAN:

2hq L Pg

S - P°
i o

K de la columna 1,8x 10-7 cm
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VARIACION DE Fy RESPECTO A T°K
CcOLUnna $6-30 3% CHAOMOSOAE W (AW-BhcS) (6a/TOmi}

P

LS

T Z’TS'T
1000 /T
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C4lculo de la altura de un plato tedrico.-

Salvo si se indica expresamente lo contrario, los
cdlculos estan realizados sobre el TMS derivado del écidc

benzoico.

Temperatura de columna 1602C

Py Fy H
1,5 15 1,3
1,8 20 1,8
2,0 24 1,9
2,2 28 2,2
2,4 30 2,4

2,6 33 2,5




Temperatura de columna

1,5

1,8

2,4

2

17

20

25
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158 °C
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4,21.4.- Anélisis cualitativo.-

DISTANCIA DEL MAXIMO DEL PICO AL FRENTE DEL

DISOLVENTE(cm)
ACIDO(TMS) 200 °C 175 °C  150°°C 125 °C 100 °C
OXALICO 0,4 1,0 3,2
GLICOLICO > 0,3 0,7 2,3
LACTICO 0,3 0,7
MALONICO 0,8
CITRACONICO 0,3 0,6 1,4 3,6
SUCCINICO 1,1 2,95
FENILACETICO 1,0 2,6
GLUTARICO 0,4 0,75 1,7 5,0
MALICO 0,5 1,10 2,9 9,1
TARTARICO 0,9 2,30
ASCORBICO 3,2 8,7
ACONITICO 1,3 3,4
TRICARBALILICO 1,25 3,2
CITRICO 1,9 5,
QUINICO 2,5 6,6
CAFEICO 5,7 16,9
MUCICO 4,9 14,3
GALICO 3,1 8,6

FUMARICO 1,35 3,7
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VOLUMENES DE RETENCION NETO DE LOS PATRONES
EN REGIMEN ISOTERMO (V)

ACIDO(TMS) 200 °C 175G 1502C 1259C
GLICOLICO 6,1 17,5
LACTICO 6,3 17,6
OXALICO 9,0 25,0
MALONICO , 17,0

BENZOICO 17,5
FENILACETICO 20,0 65,0
SUCCINICO 23,1 75,0
FUMARICO 28,0 93,0
GLUTARICO 2,85 12,5 36,0 125,0
MALICO 3,6 18,4 61,0 228,0
o~-HIDROXIGLUT.

{~CETOGLUTAR.

TARTARICO 6,4 38,5

ACONITICO 9,3 57,0

CITRICO 13,6 85,0

QUINICO 17,8 110,0

BALICO 22,0 144,0

ASCORBICO 23,0 145,0

MUCICO 35,0 240, 0

CAFEICO 41,0 280,0

ABSCISICO
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Como puede apreciarse en el grdfico de la pagina
anterior, esta columna nos permite realizar la separacicn
con una relacidn de calentamiento elevada, lo que nos favo
recerd en la rapidez de andlisis y en las separaciones -
efectivas, pues los picos conseguidos serdn muy estrechos

y la altura equivalente a un plato tedrico muy pequeiia.

Podemos partir de una isoterma inicial de 100°C
durante 3 minutos y después una programacién a 10,5 oC/min
hasta alcanzar los 2052C, manteniendo después esa tempera-

tura en régimen isotermo.

Se ha hecho un cédlculo previo, en condiciones —
isotérmicas, de la relacidn existente entre 90 y H, lo que

representamos eb la siguiente figura:

150TEG M 4oo0°C
25
&
)
H )
0.5
° 8900 1900 jgo0 000 2300

ug em/min
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En la,préctlca se ha escogldo una EM que propor-—
cione .una 4, mayor que la éptlma representada en la figura
pues- tenlendo en cuenta que se ha trabagado a temperatura
programada el flujo dlsmlnuye al aumentar T ' comprobando—‘
se empirlcamente que se debia trabagar a un flugo més ele—‘

vado. .

T:Se.ha‘trabajado:porktanto,enzlashsigpientes con-—

diciones:

Temperatura del hofndﬁ . o
100eC duréhte 3 hinutds |
- , Programaclén llneal de -
temperaturas a 10,5 °C/m1n hasta alcanzar 205 °C.

Isoterma a 205 °C

Presién manométrica{100°C): 2,1 atm.
Flujo de N, k : 26 ml/min
Temperatura de inyector: 240 Qﬁ

Temperatura de blogue de:deteﬁyores: 290 eC

En la pagina siguiente podemos apreciar el cro -

matagrama cbtenido de los TMS derivados de los patrones.
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DISTANCIA EN CM DEL MAXIMO DEL PICO AL
FRENTE DEL DISOLVENTE, TRABAJANDO A TEM=
PERATURA PROGRAMADA

GLICOLICO 2,5

LACTICO 2,7
OXALICO 3,7
MALONICO 5,4
BENZOICO 6,1
FENILACETICO 7,0
SUCCINICO 7,6
FUMARICO 8,3
GLUTARICO 9,1
MALICO 10,8
~HIDROXIGLUT. 12,0
&(~CETOGLUT= 12,7
TARTARICO 13,2
ACONITICO 14,5
CITRICO 15,7
QUINICO 16,5
GALICO 17,3
MUCICO 19,3

CAFEICO 20,1
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En el siguiente cuadro podemos apreciar el valor

de H cuando trabajamos a temperatura programada:

PM HBenz. HGlut. HCitrico
1,5 0,25

1,9 0,55

2,1 c,69 0,36 0,13
2,3 0,81

Trabajando en estas condiciocnes, H medido para el
= 2,1) es tanto menor para valo

= 2,1

benzoico((d—do= 6,1 para P,

res pequefios de P,.. Sin embargo se ha trabajado a P

M M
debido a que en estas condiciones la respuesta del detec —
tor era mejor y la separacidn en las ultimas zonas del cro

matograma también mejoraba en estas condiciones.

Si comparamos los valores de H obtenidos a tempe
ratura programda con los realizados en similares condicio-
pero en régimen isotermo, podemos apreciar una clara venta

Jja para la programacidn lineal de temperatura, que permite
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ademds realizar la cromatografia en tan sdlo 19 minutos.

Se ha conseguido una columna gue, trabajando en
las condiciones citadas, posee una media de 8000 platos -
.%edricos, pues en la primera zona del cromatograma tiene
2880 platos tedricos( benzoico, d—dD= 6,1 cm), en la zona
media posee 5560 (glutérico, ded_= 9,1 cm) y en la zona

¢ltima del cromatograma 15.760 (citrico, d-d_= 15,7 cm).

Se han realizado experiencias con objeto de en-—
contrar las condiciones dptimas de trabajo del detector,
encontrando gue las mejores respuestas, para el flujo de
N, empleado, se cbtiene para valores de P

2
0,9 atms. y PM aire de 1,8 atms.

M Hidrégena de
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4.21.5.-~ Andlisis cuantitativo.-

El andlisis cuantitativo se ha llevado a cabo

mediante el empleo de &cido glutdrico como patrdn interno.

El patrdn interno se ha afladido siempre antes de
iniciarse el proceso de derivacidn, y en el caso de mues- =
tras de productos naturales, se afade el patrdn interno en

cuanto se termine la operacidn de secado.

En el caso de que haya habido alglin proceso ex —
traordinario, como por ejemplo saponificacidn de la mues —
tra en algln vso determinado, el patrdn interno se ha ana-

dido antes de realizar la saponificacidn.

Todas las pesadas se han realizado =n balanza

Mettler semimicro.

Para el cdlculo de respuestas relativas se han-—
pesado exactamente alrededor de 6 mg de cada uno de los pa
trones, introduciendo el total en un matraz aforado de 25
ml de capacidad, afiadiendo mezcla silanizante hasta comple
tar los 25 ml. Previamente se habfan formadc las oximas de

los cetodcidos de la forma indicada anteriormente.

Para el calculo de las respuestas relativas se

han inyectado 5, 4, 3 y 2 mwl de la solucidn de derivadcs
de los &cidos patrén. ‘
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La forma de realizar la pesada queda reflejada -
en el siguiente cuadro. De esta forma no hay que realizar
ningln trasvase. La cantidad de cada Acido se puede deter-

"minar por diferencia.

MALONICO 6,29
FENILACETICO 13,32
SUCCINICO 20,37
FUMARICO 27,30
GLUTARICO 33,12
MALICO - 38,65
—-CETOGLUT. 45,58
TARTARICG 52,25
ACONITICO 58,22
CITRICO 68, 15
QUINICO 74,33
GALICO 83,02
MUCICO 88,58
CAFEICO 95,16
LACTICO 111,53
OXALICO 123,57
BENZOICO 129,79
GLICOLICO 139,62
C1H-NH_0OH 155,32 mg totales

2
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CORRESPONDENCIA ENTRE pg INYECTADOS Y AREAS
DE LOS CORRESPONDIENTES PICOS (RESPUESTAS
ABSOLUTAS)

2
9 x10 mm
GLICOLICO 19,66 380
LACTICO 32,74 400
OXALICO 17,20 160
MALONIGO 12,58 90
BENZOICO 12,44 200
FENILACETICO 14,06 155
SUCCINICO 14,10 166
FUMARICO 13,68 200
GLUTARICO 11,64 223
MALICO 11,06 170
i« ~CETOGLUT. 13,46 160
TARTARICO 13,34 230
ACONITICO 11,94 100
CITRICO 18, 16 210
QUINICO 12,36 235
GALICO 17,38 290
MUCICO 11,12 140

CAFEICO 15,16 120
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CORRESPONDENCIA ENTRE jng INYECTADOS Y AREAS
DE LOS CORRESPONDIENTES PICOS

(RESPUESTAS ABSOLUTAS)

(TODAS LAS AREAS ESTAN MEDIDAS CON PLANIMETRO)

P9x10 mm2
GLICOLICO 15,73 300
LACTICO 27,10 350
OXALICO 13,75 100
MALONICO 10,10 70
BENZOICO 10,00 190
FENILACETICO 11,20 110
SUCCINICO 11,30 140
FUMARICO 11,05 180
GLUTARICO 9,31 150
MALICO 8,85 140
« —CETOGLUT. 10,08 125
TARTARICO 10,06 205
ACONITICO 9,81 82
CITRICO 14,65 180
QUINICO 9,87 200
GALICO 13,90 220
MUCICO 8,85 115

CAFEICOD 12,20 95
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CORRESPONDENCIA ENTRE flg INYECTADOS Y AREAS
DE LOS CORRESPONDIENTES PICOS
(RESPUESTAS ABSOLUTAS)

ngﬂD ;mm2
GLICOLICO 11,50 250
LACTICO 19,65 235
OXALICO 10,30 100
MALONICO 7,60 50
BENZOICO 7,46 © 180
FENILACETICO 8,41 100
SUCCINICO 8,52 100
FUMARICO 8,32 135
GLUTARICO 6,99 140
MALICO 6,65 107
« ~CETOGLUT. 8,05 95
TARTARICO 8,00 150
ACONITICO 7,19 60
CITRICO 11,10 120
QUINICO 7,45 135
GALICO 10,40 150
MUCICO 6,70 85

CAFEICO 9,07 60
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CORRESPONDENCIA ENTRE «g INYECTADOS Y AREAS
DE LOS CORRESPONDIENTES PICOS
(RESPUESTAS ABSOLUTAS)

rﬁgx10 mm2
GLICOLICO 7,36 190
LACTICO 13,55 150
OXALICO 6,87 a6
MALONICO 5,05- 32
BENZOICO 5,00 110
FENILACETICO 5,60 80
SUCCINICO 5,65 70
FUMARICO 7 5,52 92
GLUTARICO 4,65 100
MALICO 4,47 75
& —CETOGLUT= 5,04 65
TARTARICO - 5,03 110
ACONITICO 4,90 40
~ CITRICO 7,32 90
QUINICO 4,55 120
GALICO 6,95 130
MUCICO 4,42 55

CAFEICO 6,10 30
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RELACION DE RESPUESTAS RELATIVAS FRENTE
AL PATRON INTERNO(GLUTARICO)

ACIDO(TMS)

GLICOLICO

- LACTICO

OXALICO
MALONICO
BENZOICO
FENILACETICO
SUCCINICO
FUMARICO
GLUTARICO
MALICO

o(-=HIDROXIGLUT.

(—-CETOGLUT.
TARTARICO
ACONITICO
CITRICO
QUINICO
GALICO
MUCICO
CAFEICO

REL. RESP.

1,12
1,59
2,89
2,89
0,95
1,82
1,68
1,26

1,25
1,19
1,68
1,01
2,43
1,68
1,04
1,23
1,58
2,64

GLUT.

ACIDO
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Para calcular la cantidad de un componente en la

muestra original se opera de la siguiente manera:

mg de dcido = R.R. x mg de patrdn interno x
x relacidn areas x mg de muestra

total/ mg tomados para andlisis.

R.R. es la respuesta relativa tabulada en la pé—

gina 246.

La relacidn de respuestas se toma por medida di-

recta del cromatograma del problema.

Comc numerador tomamos también el valor en mg de

la muestra completa gue se desea analizar.

El denominador consta de los mg de muestra gue -

hemos utilizado para el andlisis por cromatograflia de gases

E1l cdlculo de areas en los cromatogramas proble=
ma, lo mismo gque en los cédlculos anteriores de los patro -
nes, se realiza siempre por medida mediante un planimetro,

realizando tres veces la medida y tomando el valor medio.
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Modificacién del reductor de espacio muerto.-

Se ha sustituido el reductor de espacio muerto
para columnas de 4 mm de didmetro exterior, que posee el
inyector del cromatdgrafo de gases Carlo Erba Fractovap
GV en metal, por otro de vidrio lavado con &cido nitrico

y silanizado con solucidn al 5% de TMCS en tolueno seco.

Procedimiento de saponificacidn.-—

En determinadas fracciones de la primera extrac-—
cidn de los 4cidos del alpechin de la aceituna se ha proce
dido a saponificar los ésteres metflicos en ellas canteni-
dos mediante soluciones acuosas de NaOH 0,5 N. Se ha calen
tado en bafio de aceite a 80°2C durante 15 minutos, neutrali
zando aproximadamente a continuacidn con C1H 0,2 N, proce—
diéndose después a secar la muestra para formar los TMS de

rivados.
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4.21.6.— Cromatogramas de los TMS derivados de los &cidos

del alpechin de la aceituna.-

A continuacién estdn representados los cromato-
gramas de los TMS derivados de los 4cidos extraidos del
alpechin de la aceituna de la campana de 1970 (12 y 22 ex-

traccidn)
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4.21.7.- Cromatogramas de los TMS derivados de los &cidos

extraidos del zumo de limdn.-—

Los cromatogramas siguientes corresponden a TMS
derivados de los &cidos extraidos del zumo de 1limén por so

luciones de DUA en benceno.
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4.21.8.- Cromatogramas dé los TMS derivados de los &cidos

extraidos del zumo de uva.-

Los TMS derivados de las mezclas de &cidos ex. -
traidos del zumo de uva, separados en columna de SE-30 des
crita, vienen representados en los cromatogramas que a con

tinuacidn se insertan.




€8 CONTROLES GRAFICOS IBERICOS, SA. MADRID
w o~ (3]

pPARA CARLO ERBA APARATOS CIENTIFICOS

o ~ -]

08.30.12870

w
|
o
+

08

24

cg

oft

ol

oL

oot



PARTE EXPERIMENTAL 255

4.21.9.- Cromatogramas de los TMS derivados de los 4cidos

extraidos de la manzana.-—

Reproducimos los cromatogramas de los TMS deriva
dos de los &cidos extraidos de la manzana por soluciones -

bencénicas de DUA y DOWEX-1 X8 ciclo acetato.
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4.21.10.- Cromatogramas de los TMS derivados de los &cidos

extraidos de la ciruela.-

Representamos los cromatogramas de los TMS derix
vados de los &cidos extraidos de la ciruela por soluciones

bencénicas de DUA y DOWEX-1 X8 en ciclo —OH.
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4.21.11.— Andlisis del aipechin de la campana de 1971.-

Se toman 2 litros de alpechin a pié de prensa,
procediéndose a lavar rédpidamente con 4 litros de bencenoc
y filtrando a continuacidn por filtros de pliegues de "pa-

pel jarabes".

El alpechin lavado y filtrado se pasa por resina
catidnica DOWEX-50 (ciclo H' ), se despectiniza con meta -
nol y se concentra en evaporador rotatorio bajo presidn re

ducida.

Se toman 2 fracciones de 100 ml, que se extrae

cada una con 400 ml de solucién bencénica de DUA (0,5 M).
La reextraccidn llevada a cabo es de tipo &cido.

La mezcla rextraida y purificada por lavado, se
lleva a seguedad, disolviendo en acetona y metanocl y toman

do 1 ml de cada una de ellas para su analisis.

FEl alpechin analizado tiene las siguientes carac
teristicas:

Residuo sélido total 17,7%

Acidos libres 0,1435 N (valoracién potenciomét.)

Acidez total 0,5054 N " "

Las pérdidas de acidez en el proceso son del 12%
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4.21.12.- Microandlisis de &cidos de productos naturales.-

&cidos:

Proceso seguido para zumos. Andlisis total de —

PREPARACION Y PURIFICACION.-

Toma de muestra conteniendo aprox. 1 mequiv.
Filtracidn

Paso a través de una columna de DOWEX-50(H")
Concentracién a presidn reducida

Adicidn de MeOH, doble volumen gue la sol. acuosa
Filtracidn

Eliminacidén de MeOH

Concentrar hasta concentracidn aprox. 1 N

EXTRACCION.-

introducir en vial de aprox. 8 ml con tapa de te
fldn roscada

Afadir 4 ml de solucién 0,5 M de DUA en benceno
Agitar vigorosamente durante 5 minutos

Separar por centrifugacidn

Eliminar la fase acuosa con jeringa

Lavar 3 veces con 1 ml cada vez de agua destilada
separando siempre las aguas de lavado por centri-
fugacién y eliminacidn con jeringa.
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REEXTRACCION. -

Introducir en el vial 1 ml de C1H 3 N 6 NH OH
. . 4
de la misma normalidad.
Agitar vigorosamente durante 5 minutos
Separar por centrifugacidn
Lavar 3 veces con 1 ml de bencenc cada vez, sepa
rando siempre por centrifugacidn y utilizando je
ringa para separar la fase bencénica.

SECADO.~

Desecador sobre PZU en frio 6 en caliente, a -
presidn normal o regucida.
Puede también realizarse una liofilizacidn

ANALISIS.-

Afadir a la muestra seca alrededor de 2 mg de —
glutarico exactamente pesados en balanza semi —
micro. )

Afiadir 5 mg de GlH:NH_OH en 0,1 ml de piridina.
Después de 15 minutos, afadir 2 bolitas de vi -
dric y 3 ml de mezcla silanizante.

Agitar fuertemente

Dejar estar 2 horas a temperatura ambiente & me--
dia hora a 60°C

Inyectar en el cromatdgrafc alredor de 5 rl.

Variante: En el caso de guerer realizar sdlo el
andlisis de &cidos libres, se prescindiré del pa
so de la muestra a través de la resina catidnica
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Se han realizado diversasWﬁf&éﬁé@“&éiﬁﬁétodo mi-
cro Qqn;,,igl.-alpechin de la ace,ituna_._ L

gu1entes caracterif:

Acidos libres 0,2368 N
Acidos totales 14,0326 N
Residuo sélido 6,64 %
Residuo sélido total 7,85 %

El. cromatograma :ﬁ?ggciﬁthuede ver—

se en las péginas siguientes =




» 8 CONTROLEZ GRAFICOS IDERICOS, S.A. MADRIQ T PARA CARLO ERBA ArATTATCS CIENTINZOS 00.82.12670
e e - oo ~ @ °© | 3 = S
0NSYQ O oK & i
r T +
4 - -
'Y o © i
s “,
% 3 3 i
i
]
f ;
* b M
; X ;
3 : .
v '
b
i
X ]
e r
Mp
~
o
[o2]
@
o7ion 3 8
{A-8y
= =
[=] [<)







RESULTADOS






RESULTADOS 269

Con los datos consignados en las péaginas 126 a
138 podemos realizar unas representaciones grédficas que -
nos permitan apreciar mejor los resultados obtenidos del

estudio de las extracciones de las soluciones de &cidos pa
trén.

En la grédfica I podemos apreciar que el comporta
mientc de la DUA no es independiente de la concentracién —
inicial de &cido en la fase acuosa, en este caso dcido ci-
trico. La extraccidn es tanto mejor cuanto mayor sea la —
cancentracidn inicial de acido en fase acuosa.

En términos absolutos la diferencia, en este ca-
so, no es muy grande, pero se puede apreciar. Para valores
de b menores de la unidad, esto es, cuarido hay exceso de -
DUA hay una diferencia de %E entre las concentracicnes es
tudiadas de alrededor del 2%.

La extraccidn es de todas formas buena para cual
guiera de estas concentraciones iniciales, pues para valo-—
res de b menores de la unidad, la cantidad de &cido extrai
do se mantiene por encima del 95% de la cantidad inicial,
lo que significa que el rendimiento de la extraccidn es ex
celente.

En el casoc de concentracidn inicial 0,3N, para -
valores de b menores de 0,9, siempre extraemos més del 98%
del &cido orlglnal y para valores de b menores de 0,5, la
extraccidn puede considerarse Cuantltatlva, lo que consti-
tuye un dato apreciable en los estudios de la extraccidn -
de dcidos de fuentes naturales, sobre todc en el microméto
do explicado en la parte tedrica y de cuyos resultados ha-
blaremos mds adelante.

Otrc dato gue podemos tomar como referencia es -
el que, para concentracidn inicial 0,3 N, cuando realiza -
mos la extraccidn con una relacidn de equivalentes igual a
3, extr aemos el 50% de todo el 4cido que habifa inicialmen
te en solucidn acuosa. Esto nos indica claramente que la -
amina se sobrecarga de dcido, es decir, que si empleamos -
una cantidad tres veces mayor de dcido que de amina, se ex
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trae la mitad del total de dcido, que resulta ser vez y me
dia la cantidad de amina empleada como agente de extrac -
cidn, luego hay un 50% de equivalentes de dcido gue no es—
tédn unidos, al mencs en forma de sal normal, a la amina, -
pero gue se encuentran en la fase crgénica. Esto tiene im-
portancia en cuanto que indica que la amina extrae mds de
lo gue estequiométricamente cabia esperar, constituyendo -
un dato més que corrcbora el buen comportamientoc extractor
de la DUA frente al 4cido citrico.

En la gréfica V podemos apreciar perfectamente
que el efecto de sobrecarga tiende asintdticamente a un
valor 2, que es el 40% de los equivalentes de DUA emplea-
dos al extraer.

Es interesante ver la forma de la curva de dis—
tribucidn del 4cido citrico entre las dos fases, una vez -
realizada la extraccidn(gréfica VI). Podemos apreciar que
la fase acucsa queda agotada prdcticamente en una sola ex-—
traccidn, siempre gue exista exceso o igualdad del agente
extractante (DUA) respecto al &cido citricc a extraer, te-
niendo ademds en cuenta que, en la gama de valores por no-
sotros estudiada, es indiferente la concentracidn inicial
de dcido en la fase acuosa.

Incluso aungue exista un exceso del 10-15% de e-
quivalentes de dcido frente a los equivalentes de DUA, sd-
lo gueda en solucidn acuosa; mediante una sola extraccidn,
alrededor de un 5% del 4cido originalmente en la fase acuo
sa.

El &cido tartdrico se comporta en todo de una ma
nera algo diferente.

En el gréfico II tenemos representado el % de -
dcido extraido frente a la relacidn original de equivalen-
tes acido/DUA. Para valores de b menores de 0,5, €l compor
tamiento es totalmente similar al &cido citrico.

En este caso, la diferencia de comportamiento de
la DUA frente a soluciones acuosas de diferente normalidad
es mds acusada, siendo mejor el rendimiento de la extrac -
cidn cuanto mayor sea la concentracidn inicial de dcido en
la Tase acuosa.
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Fl rendimiento de la extraccidn es bueno, pero =
para valores de b superiores a 0,5, empieza a decrecer muy
rdpidamente el %E, dando lugar a una curva muy similar a -
las de neutralizacidn, de manera gue el valor del 50% de
dcido extraido se alcanza para una relacidn original de -
equivalentes igual a 1,9, cifra sensiblemente inferior que
en el caso del &cido citrico (b = 3).

Podemos concluir diciendo que la DUA extrae peor
el 4cido tartérico gue el dcido citrico, salvo para valo -
res de b menores de 0,5 unidades, pero que a pesar de todo
la extraccidn es excelente, puesto gue por debajo de ese -
valor se extrae mds del 97 % en las condiciones iniciales
empleadas por nosoctros.

En el grédfico V se puede apreciar gue el dcido -
tartdrico no sobrecarga en ningdn mamento al agente extrac
tante, lo que nos da una explicacidn de porgué el rendi -
miento de la extraccidn es, para cesi todas las gamas de
relacidn de equivalentzs, inferiar al ohservado para el ci
trico.

En el gréfico VII puede apreciarse gue los mili-
equivalentes de dcido presentes en la fase orgénica tien -
den asintSticamente a un valeor de 5, que es el nimero de .
miliegquivalentes de DUA utilizados en nuestras experien -
clas, es decir, gue aungue en la fase acuosa exista un -
gran exceso de &cido orgédnico, la solucidn bencénica sélo
toma la cantidad justa de equivalentes que neutralicen la
DUA, teniendo ademds en cuenta que los toma aunque haya pg
cos en solucidn acuosa siempre gue no exista exceso de &ci
do en la misma frente al ndmerc de equivalentes de DUA em—
pleada.

El hecho de que la DUA no se sobrecargue de &dci-
do puede explicarse fdcilmente sabiendo que la fuerza &ci-
da de ambos grupos carboxilos es alta y no hay gran dife —
rencia entre pK, y pK_. Por lo tanto cada molécula de tar-
térico se neutrallzarg con 2 de DUA.

L.a probabilidad de reaccidn entre un carboxilo -
de una molecula ya unida una vez a la DUA serd similar a --
la de un carboxilc de otra molécula de tartdricc libre to-
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davia y como la sal(inicialmente dcida) de tartdrico y DUA
serd mucho més soluble en medioc bencénico que el tartérico
libre, la reaccidn se completa con mds facilidad si se for
ma la sal neutra que si se forma una nueva molécula de sal
&cida.

No sucede igual con el &cido mdlico. El rendi —
miento de la extracciédn es también muy bueno, perc hay una
diferencia apreciable en el comportamiento de las solucio-
nes acupsas de diferente normalidad.

Los mejores resultados se obtienen con la solu =
cidn originalmente 0,3 N, esto es, con la més concentrada
de las estudiadas. Para valores de relacidn de equivalen -
tes (E) menor de 0,5, la extraccidn en la solucidn 0,3 N
se mantiene por encima del 95%, cosa que no sucede con las
originalmente 0,2 y 0,1 N, que alcanzan valores comprendi-
dos entre el 90 y el 95 de %E. Sin embargo, este &cido se
comporta en algunos aspectos como el dcido citrico, es de-
cir, puede sobrecargar la DUA, por lo que hay un nivel me-
dio de extraccidn muy bueno.

Refiriéndonos a la solucidn originalmente 0,3 N,
podemos apreciar en el grdfico I1I que se extrae el 50 %
del dcido inicial para una relacién de eguivalentes 2,85
lo que es un valor bastante alto.

Podemos apreciar en el grdfico V que, salvo en -
la zona central del mismo, el comportamiento del dcido mé—
lico es muy parecido al del &cide citricao.

El &cido mélicc posee una estructura andloga al
&cido tartdrico, aungue tiene un hidroxiloc menos. Este hi-
droxilo condiciona en gran manera el comportamiento del —
4cido: Por una parte influye en gque actden desigualmente -
soluciones de distinta normalidad y ademds provoca la so =
brecarga de la amina. Ambas cosas suceden si este hidroxi-
lo falta.

Se observa una variacidn gradual de comportamien
to en la serie de &cidos tartdrico-mélico--succinico.

La extraccién, aungue siempre buena, es tanto me
jor cuanto més hidroxilado esté el 4cido, y la diferencia
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de comportamiento de soluciones de diferente normalidad es
tantoc m&s acusada cuanto menos hidroxilos tenga el &cido -
en cuestidn.

El &cido succinico no llega nunca a extraerse, -—
ni a concentracién inicial 0,3 N, més del 90 %, y la dife-
rencia de comportamiento depende en gran manera de la con-
centracidn inicial de dcido.

7 3 En el grdfico IV podemos ver perfectamente lo —
que acabamos de decir.

Las curvas de extraccidn del grdfico IV, sobretg
do la correspondiente a concentracidén inicial 0,3 N, son -=
poco pendientes, y esto es sefial inequivoca de que existe
una sobrecarga tal y como hemos podido apreciar para el -
4cido citrico y mdlico. Cuanto menos pendiente es la curva
méds sobrecarga existe.

En el gréfico V podemos apreciar gue existe la =
sobrecarga mencionada, y, aunque en la zona media del gréd-
fico la sobrecarga sea menor, el hecho de que para b = 3
sea igual a la experimentada por el &cido citrico y médlico
indica gque existe en gran magnitud. Si la curva del suecci-
nico queda por debajo se debe a que, sin contar el efecto
de sobrecarga, se extrae peor que los demds.

Cuando la relacién de equivalentes &cido/DUA es
muy pequefia, resulta ldgico esperar que todos los grupos -
carboxilos reaccionen con la DUA, pues existe un gran exce
so de ésta. en estas condiciones no debe darse los fendme-
nos que motiven la sobrecarga, y podemos apreciar la reac-
cionabilidad gue nos causard un mayor o menor grado de ex—
tracecidn.

Podemos apreciar en los gréficos Vi, VII, VIII y
IX que, para valores peqguefios de b, enccntramos una recta,
en el caso de VI y VII dnica para todas las concentracio =
nes iniciales, no sucediendo lo mismo para VIII y IX. La
pendiente de la recta vendrd dada por

(AC)DVO

) (Ac) Vg
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egs decir, por-la relacidn de equ1valentes en el equlllbrlo”
después de la extraccidn. Como siempre hemos empleado la —[
misma cantidad de agente extractor, los resultados pueden =
ser comparativos..

: Cuanto mayor sea la pendlente,,mayor Fa0111dad -
de rea001én de forma estequlometrlca tendra el a01do en —
cuestidn frente a la amina. '

'Nos encontramos con los siguientes valores:
Acido citrico 44

tartdrico 82 B
" .mdlico ) 18 (bara(A;);=_O;3‘N)

" succinico 6 " oo

Podemos observar que, en principio, el &cido gue
mejor se extrae es el dcido tartdrico, pero después, debi-
do a gue no crea sobrecarga en la DUA, es aventajado en ==
rendimientos de extraccidn por el éCido citrico., o

- En la serie tartdrico-—- mélico- succinico se apre
cia claramente una variacidn gradual de comportamlento

Los valores antes estab1901dos 51guen el orden —
tartédrico mdlico succinico. En pr1n01p10, la curva &8s mas’
pendiente en el orden indicado, y los % E siguen la pauta
indicada de mayor a menor.

~ A medida que realizamos extracciones con mayor -
rela016n de equivalentes &cido/DUA, se va notando més el -
efecto de socbrecarga y por eso, viendo los gréficos I, -
III y IV podemos. apreciar perfectamente gue aungue en prin
cipio se logra mejor extraccidn. para el tartdrico que para
los otros dos, a valores mds elevados de b (mayores de 0,5)
el tartdrico se ve superado por el médlico y succinico.

- B - p = L

Como en prin cipio.la facilidad extractora para
el 4cido mdlico es mayor que para el dcido succinico, el -
mejor rendimiento para el mdlico continua para valores de
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b comprendidos entre 0,5 y 2,5, pero finalmente hay una -
igualacidn de comportamiento entre ambos dcidos, debido a
gue cuando hay exceso de dcido frente a la cantidad usada
de DUA, ambos &cidos reaccionan con ella sdlc mediante un
grupa carboxilc de los dos que poseen, y al comportase i -
gual la extraccidn es también igual en su aspecto cuantita
tivo.

Para valores altos de b el tartéricoc se extrae -
mucho peor que cualquiera de los otros tres dcidos estudia
dos, al no provocar sobrecarga en la DUA. Por el contrario
el dcido succinico parece producir mayor sobrecarga, pues
aunque cuando exista exceso de DUA se extrae peor que el -
dcido tartéricoc y malico, cuando el exceso es de &cido —
frente a la DUA, la extraccidn d e succinico es mejor que
la de tartdrico e igual que la del dcido mdlico.

Podemos resumir los resultados del estudio cuan=
titativo diciendo gue la DUA se comporta, en las condicio-
nes estudiadas, como un excelente agente extractor de &ci-
dos de sus soluciones acuosas. Extrae tanto mejor cuanto -
més policarboxilico sea el &cido y ademds también constitu
ye un efecto positiva para la extraccidn la presencia de -
grupos hidroxilos.

Interesa aplicar las soluciones bencénicas de -
DUA a soluciones concentradas de 4cidos, pues la extrac -
cidn se lleva a cebo mejor en el aspecto cuantitativo.

Trabajando con exceso de agente extractante, la
extraccidn puede considerarse casi cuantitativa, y cuando,
por el contrario, hay exceso de dcido frente a la cantidad
de DUA utilizada, la extraccién tiene un mayor rendimiento
del que cabla esperar , debido al efecto de sobrecarga an-
tes comentado.

De todo lo expusto se deduce gue hemos encontra-—
do conveniente el empleo de soluciones bencénicas de DUA -
para realizar extracciones de 4cidos policarboxilicos de -
sus soluciones acugsas.

También es conveniente resaltar que las extrac -
ciones se realizan en un tiempo minimo, pues 5 minutos es
tiempo més que suficiente para alcanzar el equilibric. He-
mos podido comprobar que las extracciones, incluso las del
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4cido succinico, se realizan en dos minutos en nuestroc sis
tema de agitacidn. Esto permite realizar las extracciocnes
de forma muy rdpida, lo gue es un dato que es preciso te -
ner en cuenta en cuanto a las posibles aplicaciones de la
DUA.

La separacién de fases puede realizarse por sim-
ple reposo o, de forma muy répida, mediante centrifugacidn

Cuando la solucidn acuosa de &cido estd muy di’-
luida existe el inconveniente de que se forman emulsiones
enormemente persistentes. Hemos llegado a comprobar que al
gunas duran mds de tres meses. Sin embargo estas emulsio -
nes pueden romperse fdcilmente si se agrega suficiente can
tidad de clororoc sédico a la solucidn acucsa, agitando a
continuacidn.

Los dcidos extraidos mediante soluciones de DUA
pueden recuperarse fécilmente. Hemos comprobado gue el dci
do citrico y tartdrico pueden desplazarse de forma précti-
camente cuantitativa de la fase bencénica mediante solu -
ciones acuosas que contengan suficiente excesa de dcido —
clorhidrico ¢ hidréxido aménico. En realidad pueden despla
zarse con cualguier &cido fuerte o base furte, pero elegim
mos los citados por su volatilidad. Se han recuperado los
citados &cidos cristalinos y en perfectas condiciones de -
pureza.

El estudio del comportamiento . de la DUA frente a
zumos ha sido también satisfactorio. '

El zumo de limén se emplea como fuente de dcido
citrico, aisléndose en forma de citrato de calcic, insolu-
ble en caliente en agua. E1 componente mayoritario es el =
citado dcido citrico, aungue le acompafian los &cidos sefia~
lados en los antecedentes bibliogréficos.

En las extracciones realizadas por nosotros, utli
1izando como siempre soluciones bencénicas de DUA, se ha =
conseguido aislar 4cido citrico con un rendimiento del 78%
y una pureza del 75%. Este dcido citrico viene acompanado
por otras sustancias de carécter dcido, gue no pueden iden
tificarse por cromatografia en. papel ni capa fina, peroc si
por cromatografia de gas-liguido. o
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El citrico decolorado se analizé . por cromato-
graffa de gases pudiéndose comprobar gue.se ha .logrado un
gdcido ciftrico del 94% de pureza, al que le acompanan los &
cidos: M&lico, tartdrico, aconitico, guinico, glicdlico y
peqguefifsimas cantidades de succinico y fumdrico. En conjun
to no constituyen ni el 1 % del &cido citrico.

Hay algurios componentes, también en pequefia cans
tidad, detectados por cromatografia de gases y que no han
sido identificados. ' ‘

Resumen de los resultados dei limén:

Rendimiento neto 78,5% B ,
Cftrico obtenido y purificado por decoloracidn
con carbén activo y cristalizacidn, con una pu-
reza en cada caso del 75% y,94%., , ~

Le acompafian los dcidos: Mdlico, tartérico, gli-
célico, aconitico, quinico vy pequefifsimas canti-
dades de succinico y fumdrico, asi como otros no
identificados. Andlisis hecho por CG-L

Fl citrico también ha sido detectado en cromato-—
grafia en papel. ‘

Para realizar el andlisis por cromatografia de
gasesde los &cidos aislados de éste, y scbretodo de otros
zumos mas complejos, hemos modificado el procedimiento de
cromatografia de gases en lo que respecta a sus TMS deriva
dos.

Las columnas de 1,75 mm de didmetro interior se
han mostrado muy eficaces. En la parte experimental se en-—
cuentran calculados los valores mas representativos de es-—
tas columnas.

Rellenas can silicona SE-30 al 3 % en Chromosorb
W silanizado muestra una porosidad y permeabilidad normal,
presentando una enorme eficacia y resolucidn en las condi-
ciones de trabajo empleadas. ‘

Las rdpidas programaciones de temperatura no a -
fectan casi a la linea de base, y mejoran enormemente la -
eficacia y rapidez de los andlisis.
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A pesar de utilizar silicona muy apolar, la resg
lucidn de patrones ha sido suficientemente buena. En bi -
bliografia consta la separacidn de 9 de los dcidos emplea-
dos, mientras gue nosotros hemos podido separar en tan sé-—
18 minutos 19 4cidos y en condiciones de hacer un andli -
sis de tipo cuantitativo.

Hemos conseguido construir una columna de tipo -
normal de relleno que posee, en nuestras condiciones de -
trabajo, 15.000 platos tedricos en la dltima zona del cro-
matograma( 15-16 minutos). Debido a la compleja mezcla de -
écidos gue nos hemos visto obligados a analizar, hay zonas
del cromatograma en los gue la resolucidn no resulta com -
pleta, Por ello, y ya fuera del presente trabajo, estamos
consiguiendo separaciones mucho mejores con otras fases es
tacionarias, lo que serd objeto de nuestra prdxima publi -
cacidén. Con las nuevas fases estacicnarias en cuestidn, la
separacidn es tal que permetird realizar cromatografias de
gas de tipo preparativo.

Hemos realizado extracciones de los Acidos conte

nidos en el zumo de uva, analizando previamente el dcido -
tartdrico que contenia.

Se ha hecho una primera extraccidn de los dcidos
libres, intentdndose después una extraccidri de los que es—
tén en forma de sales mediante soluciones bencénicas de —
clorhidrato de DUA.

Se ha conseguido mejores resultados en la extrac
cién de los &cidos libres, pero en las de los combinados
sdlo se han obtenido sirupos extremadamente impuros.

Los 4cidos libres extraidos han sido analizados
por diversos procedimientos. El contenido en dcido tartd -
rico ha sido puesto de manifiesto mediante el procedimien-—
to Pasteur, cromatografia en papel, capa fina y cromatogra
fia de gases cualitativa y cuantitativa. Las cromatogra -
flas en papel y capa fina determinaron la presencia de tar
tdrico, mfilico y trazas de citrico.

El procedimiento Pasteur pone de manifiesto que
el tadtdrico constituye el 63% de la muestra cobtenida, al
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tiempo que la cromatografia de gases 1ndlca que se trata -
del 60%. :

£l rendimiento neto de la extracccidn de dcido -
tartérico ha sido del 55 % del total analizado, ‘lo que —
constituye un buen rendimiento parcial. &in embargo, el in
tercambio aniénico sélo ha podido recuperar, y muy sucio —
pues sélo constituye el 21, 5 % de 1la mezcla, el 1l % del -
aCldO 1n1c1almente presente .

En conjunto, el rendlmlento de la operac1dn ha -
sido del 65 4 ﬁ . -

Resumimas los resultados para el &cido-tartdrico
del zumo de uva: ' ‘ ' -
Tartarlco orlglnal 3,6 g
Extraido con DUA 3,14 g (purlflcado)
Rigueza 63%
Rendimiento 55, 5%
Extraido por cambia anidnico 1,72 g
Rigqueza 21,5 %-

Rendimiento ‘9,9%

Rendimiento total 65,4 %

Acidos extraidos y que acompafian al tartérico:

En la muestra extraida con DUA, la Composicién,
obtenida por cromatografia de gases, es la siguiente:

Tartdrico 60 % Aconitico 0,2%
Malico 18% Quinico 0,2%
Citrico 1,5 % Fumdrico, succinico y

glicélico Trazas
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Sacamos como consecuencia que las soluciones ben
cénicas pueden emplearse con garantia para extraer &cidos
de zumos o jugos naturales.

Es precisc tener en cuenta gue los rendimientos
estédn calculados scbre muestras ya purificadas. En la par-
te experimental se detallan los % de pérdidas producidas
en algunas purificaciones significativas. Los rendimientos
en bruto son casi cuantitativos, pero la DUA ademds de ex-=
traer el dcido en cuestidn extrae todas las demds sustan -

cias dcidas gque allf existan. La disminucidn de rendimien- -

tos no estd en el praceso de extraccidn, sino en el proce-
so de puricacidn. Asi por ejemplo, en el caso en que pode-
mos fijarnos més, debido a la mayor seguridad de encontrar
el dcido libre, el rendimiento en la extraccidn del &cido
citrico del zumo del limdn es del 78,5%, pero es preciso
tener en cuenta que sdlo en el proceso de decoloracidn ya
se ha perdido un 18,5%, seglin puede comprobarse en la par-
te experimental. Teniendo esto en cuenta podemos asegurar
gue el rendimiento de la operacidn es de cerca del 55 % ,
lg que es un resultado excelente. }

Las extracciones realizadas de los dcidos conte-
nidos en la manzana y ciruela tienen un.cardcter comparati
vo. En la parte tedrica hemos explicado su finalidad, y en
la parte experimental la forma de realizarla.

Los resultados son satisfactorios debido a que -
hemos podido comprobar que la DUA se comporta tan bién co=
mo las resinas sdlidas comerciales enciclo acetato e hi ~—
droxilo.

En la manzana, los resultados no han podido ser
obtenidos mas que por cromatografia de gases, tanto en el
aspecto cuantitativo como cualitative. En cromatograflia en
papel sdlo hemos podido demostrar la presencia de dcido m&
lico, macrocomponente del zumo de manzana.
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Por cromatografia de gases hemos identificade y

determinado los siguientes &cidos:

Extraccidn con solucidn bencénica de DUA.-

PIRUVICO T
LACTICO T
GLICOLICO 14 mg
OXALICD T
MALONICO 22 mg
FUMARICO 8 mg
SUCCINICO 6 mg
MALICO 1200 mg
o-CETOGLUT. T
ACONITICO 9 mg
CITRICO 9 mg
QUINICO 200 mg
CAFEICO T
Extraccién con DOWEX—1X8 (AcO )
GLICOLICO T
MALONICO 15 mg
FUMARICO 34 mg
SUCCINICO 14 mg
MALICO 1035 mg
w=CETOGLUT. T
ACONITICO T
CITRICO 4 mg
QUINICO 9 mg

La extraccidn con DUA ha sido un poco més complg
ta. Los componentes que no aparecen en la DOWEX-1 son mini
mos en la extraccidn con DUA y su falta puede deberse a —
cualquier pequefio error experimental. La extraccidn de mé-
lico, glicdlico y guinico es superior en el caso de la ex-—
traccién con DUA, sobretodc para el &cido quinico. 5in em-



A.G.L, de H. 282

bargo las extracciones de succinico y fumdrico son mejores
en el caso de la DOWEX~1 gque en el caso de la DUA. Parece
darse aqul lo que cabla pronosticar viendo los resultados
del estudio fisico-quimico.

A nuestro entender, al ventaja clara de la ex —
traccidn con DUA frente a la realizada por resinas sdlidas
consiste en su facilidad de manejo. La enorme cantidad de
litros de aguas de lavado gue hay gue emplear en el casoc -
de la resina sélida dificultan y alargan enormemente el —
proceso, pues se gasta mucho tiempo en lavar y concentrar
después todas las aguas de lavadc. En el caso de la DUA —
los wolimenes manejados son minimos, los lavados muy rdpi-
dos y todas las operaciones pueden llevarse a cabo en un -
corto espacio de tiempo. Por otra parte es mucho méds fdcil
regenerar la DUA que cualquier resina, debido sobretodc a
la rapidez de los lavados subsiguientes.

Los 4cidos extraidos en uno y otro casc coinci -
den con la bibliografia mencionada en los antecedentes.

La fraccidn del zumo de manzana ya extraida por
la DUA se pasd a través de una resina catidnica en ciclo -
dcido y se volvid a extraer con solucidn bencénica de DUA,
obteniéndose los siguientes resultados:

PIRUVICO T
LACTICO"® T
GLICOLICO 7 mg
OXALICO T
MALONICO 13 mg
FENILACETICO 27 mg
SUCCINICO 38 mg
FUMARICO 38 mg
MALICO 2150 mg
o/-=CETOGLUT. 50 mg
CITRICO 51 mg
QUINICO 134 mg

CAFEICO 130 mg
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, Estos 4cido, ahora extraidos, no estaban como —
dcidos libres en la anterior fase de extraccidn, y al ser
liberados por la resina catidnica han podido ser atrapados
por la DUA en esta ocasidn.

Hemos querido hacer el estudio méds completo de -
comparacidn con resinas sdlidas, y por ello se ha realiza-
do la comparacidn de la habilidad extractora de soluciones
bencénicas de DUA con resina DOWEX-1 X8 en ciclo -OH .

Comparamos ahora la DUA, amina secundaria, con -
un hidrédxido de amonio cuaternarioc. Hemos elegido el zumo
de ciruela por ser fédcilmente asequible, de gran contenido
en dcidos suficientemente estudiado y gue posee ademds mu-—
cho dcido mélico, dcido gue se ha tratado en el estudioc fi
sicoguimico inicial y en el anterior estudio comparativoc -
de DUA y DOWEX-1 en ciclo AcO .

Los resultados son ahora también satisfactorios,
habiéndose detectado y determinado los dcidos encontrados
por otros autores en el fruto en cuestidn.

Las muestras obtenidas por extraccidn han sido
cromatografiadas en papel tal y como se detalla en la par-
te experimental. A pesar de haber utilizado varios variocs
liguidos de desarrollo y diferentes visualizadores, tan sg
lo se puede detectar con claridad el dcido malico. Cual —
guier otra identificacidén es extremadamente aventurada.

Por cromatogratia de gases puede llevarse a cabo
una buena deteccidn y determinacidn.

Se ha procedido a extraer en primer lugar los —
dcidos libres contenidos en el zumo de ciruela. Los resul-
tados obtenidos obtenidos por ambos procedimientos han re-—
sultado satisfactorios, pues se han identificado los aci -
dos gue cita la bibliografia, incluso de forma cuantitati-
va en la mayoria de ellos.

Los resultados obtenidos mediante andlisis por -
cromatografia de gases han sido los indicados en las ta -
blas de la p&ginas siguiente.
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- .Acidps extraidos.con.solucidn bencénica de DUA

LACTICO S

BLICOLICO. .. <o - e T
Toow JOXALIGO- o o e ot
o OMALONICG ... . oo oo ooroo. - 83mg

e

SUCCINICO. . - . .. : 50mg.
FENILACETICO 54 mg

ﬁ?“EUMABICOTwQT: R TR A SR “37;;W2%5 mg
L MALTICO e _m; 5077 mg
... of-CETOGLUT. - . . .. . .. 25mg
e QUINICO o e T e
‘GALICU Gl o ‘.‘L‘:, A o zk; 180 mg, apr‘ox. :
'CAFEICO el e T -

Acidos extraidos con resina DOWEX=1 X8 (OH™) i

LACTICO T
eLrcozco . .7
oXALICO T

MALONICO 7 95 mg

.. SUCEINICO . . iiie.... .55 mg

FENILACETICO = .. . . . 60mg.
FUMARICO 125 mg

.. MALICO . } o . 5012 mg
... o{=CETOGLUT. - . T
. CITRICO . , T

QUINICO . L T

1»;;GALICG o : 120 mg aprox.

CAFEICO T
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Podemos apreciar una gran silmilitud en los re -
sultados obtenidos por uno y otro procedimiento. Sélo se -
aprecia una ligera ventaja a favor dela soluc16n de DUA en
el caso de los dcidos fumdrico y mélico.

Si revisamos los resultados obtenidos en el caso
de la manzana, podemos también apreciar gue las soluciones
de DUA resultaban mejores para la extraccidn del 301d0 mi-
lico, repitiéndose aqui el fendmeno.

En este procesc se hubo de manejar, en el caso =~
de la resina DOWEX-1, volimenes de soluciones acuosas cer-
canas a 50 litros, lo gue constituye un gran inconveniente
En el caso de la DUA no se llegd a manejar Jjamds un volu -
men mayor de 2-3 litros. Esto es una gran ventaja y avala
la utilidad de las soluciones de DUA como agentes extracto
res de dcidos.

Con la DUA hemos extraido un total aproximado de
5686 mg de dcidos libres, mientras que con la resina DOWEX
el total de dcidos extraidos de la ciruela ha sido, tam ==
bién aproximado, de 5.467.

Aungque se fraccionaron un poca los dcidos los —
&cidos obtenidos por ambos procedimientos, como se indica
en la parte experimental, para realizar el andlisis cuanti
tativo se creyd méds exacto juntar todas las fracciones pa-
ra eliminar fuentes de error. El1 total es un sirupo gue en
el caso de la extraccidn con DUA pesa 13,76 gramos y en el
caso de la resina DOWEX-1 pesa 15,66 gramos. Esto guiere -
decir que, suponiendo la cantidad de agua en uno y otro si
rupo del mismo orden, puesto gue se han 1ntentad0 secar —
por el mismo procedimiento, la cantidad de impurezas es ma
yor en la extraccidn con resina DOWEX-1. Esto tiene su ra-—
zén de ser debido a que la DOWEX-1 en ciclo OH es mucho —
mds bdsica que la solucidn de DUA, lo gue trae como conse=
cuencia el que atrape otras su stancias, como por ejemplo
aminodcidos. Sin embargoc la DUA no los atrapa, cosa que in
tentamos demostrar en otro trabajo diferente que estd ac -
tualmente en prensa.

Las primeras fracciones del zumo pasadas por la
resina DOWEX-=1 en ciclo OH tenfan, recién pasadas por la
columna, un fuerte carédcter Bésico. Esto indica que la DO-
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WEX~1 en ciclo OH es capaz de atrapar &cidos que estén en
forma de sales idnicas, normalmente en este caso sédicas §
potésicas.

El paso de los zumos libres de dcidos por resi =
nas catidnicas en ciclo H nos ha permitido realizar un -
nuevo proceso de extraccidn con DDWEX—1(DH—) y solucidn -~
bencénica de DUA. Los resultados obtenidos son en ambos ca
sos muy similares, logréndose nuevas cantidades de dcido -
malico y &cidos acompafiantes, con ligera ventaja de rendi-
mientc de extraccidn de mdlico en el caso de la DUA, cosa
que cabla esperar. La ligera ventaja en este caso de la ex
traccién de algiinos &cidos por parte de la resina sdlida
puede explicarse perfectamente si se tiene en cuenta gue =
en esta fraccidn de zumo guedaba mayor cantidad de estos -
4cidos sin extraer. De todas formas, esta extraccidn no —
tiene el mismo valor comparativo que la primera, por no =-
ser las soluciones iniciales exactamente iguales.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Extraccidn con DUA

GLICOLICO 25 mg
OXALICO 5 mg
MALONICO 20 mg
SUCCINICO 20 mg
FUMARICO 38 mg
MALICO 2940 mg
¥—- CETOGLUT. T
CITRICO 15 mg
QUINICO 250 mg
GALICO 60 mg

CAFEICO 25 mg
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Acidos extraidos con DOWEX-1 X8 cicloc OH :

GLICOLICO 95 mg
OXALICO T
MALONICO 27 mg
SUCCINICO 43 mg
FUMARICO 42 mg
MALICO 2040 mg
{-CETOGLUT. T
CITRICO 23 mg
AUINICO 270 mg
GALICO - 70 mg
CAFEICO 36 mg

Del alpechin de la aceituna hemos podido aislar
4cido citrice en forma de éster metilico, siendo la prime=
ra vez que este dcido se detecta y aisla del citado zumo.
El hecho de haberlo aislado en forma de ester metilico no
quiere decir gque se encuentre como tal en el alpechin, si-
no gue ha sido formadc en el proceso de aislamiento median
te alcohol metflico abscluto, catalizado por &cido clorhi-
drico.

Se aisld el Acido citricoe en el primer proceso
gue se realizd para estudiar los &cidos del alpechin, con-
siguiendose cbtener unos 25 gramos de materia extraida se-
ca y 27 gramos de materia siruposa.

El éster aislado parece estar constituidc por u-
na mezcla de mono y dimetflico. Para una caracterizacidn &
se ha metiladc totalmente con diazometano, y se ha identi-
ficado por comparacidn con un patrdn puro, realizdndose  «~
puntos de fusidn, espectros y cromatografias de gases. Se
procedid también a saponificar el éster metilico y formar
un TMS derivado, compardndose por crumatografia de gases
con TMS derivado de dcido citrico patrdn.

Para eliminar la posibilidad de existencia en el
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alpechin de citrico mds o menocs metilado se realizd la cro
matografia de gases de los TMS derivadocs de la mezcla obte
nida artificialmente de los ésteres metilicos, no habiéndo
se podido encontrar compuestos andlogos en otras muestras
de alpechin analizadas posteriormente.

Podemos concluir diciendo que en el alpechin de
la aceituna se encuentra el 4cido citrico y en forma libre

Los fraccicnamientos realizados sobre la primera
muestra de alpechin estudiada no han dado mds resultado in
mediato que el citado aislamiento de dcido citrico, obte -
niéndose sin embargo una serie de fracciones que han sido
analizadas por cromatografia de gases en forma de ésteres
metilicos y TMS derivadas.

En la visidn conjunta de las mencionadas fraccio
ries puede apreciarse la camplejidad del contenido en sus -

tancias dcidas del alpechin, destacando como componente ma
yoritario el dcido citrico.

FRACCION VIII-3-3-2

Peso fraccidn 500 mg

CITRICO 365 mg
GILL.ICOLICO T
OXALICO 7 mg
FUMARICO 3 mg
GALICO 15 mg
CAFEICO T

FRACCION VIII-3-4-1

Peso fraccidén 500 mg

GLICOLICO 3 mg
OXALICO 3 mg
FUMARICO T
MALICO T

CITRICO 28 mg
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FRACCION VIII-2-2

Pesoc de la fraccidn 3,70 g

OXALICC T

MALONICO 440 mg
BENZOICO 145 mg
FUMARICO 20 mg
SUCCINICO T

MALICO 190 mg
X -CETOGLUT. 1950 mg
CITRICO 190 mg
QUINICO 550 mg

FRACCION VIII-3-3

Peso fraccidn 29,44 g

PIRUVICO T
GLICOLICO 60 mg
LACTICO T
MALLONICO ' T
SUCCINICO 70 my
FUMARICO 35 mg
MALICO 1000 mg
CITRICO 3800 mg
QUINICO 540 mg
GALICO 390 mg

FRACCION VIII-3-1

Peso fraccidn 800 mg

SUCCINICO 20 mg
MALICO 50 mg
CITRICO 730 mg



A.G.L.

de H. 290

FRACCION VIII-3-4-2

Peso fraccidn 8,7 g

PIRUVICO
GLICOLICO
LACTICO
OXALICO
MALONICO
FUMARICO
SUCCINICO
MALICO
o«(-CETOGLUT.
TARTARICO
CITRICO
QUINICO
GALICO

FRACCION VIII-2-3

Peso fraccidn 500 mg

GLICOLICO
OXALICO
MALONICO
SUCCINICO
FUMARICO
MALICO
CITRICO
QUINICO

29
200
60
60
225
25
280
110
38
800
430
140

OO0 ONNNN

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
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FRACCION IX-1

Peso fraccidn 1,2 g

GLICOLICOD 10 mg
LACTICO 9 mg
MALONICO 5 mg
FUMARICO 2 mg
SUCCINICO 3 mg
MALICO 4 mg
ACONITICO 33 mg
CITRICO 63 mg
QUINICO 28 mg
GALICO 26 mg
FRACCION IX-3

Peso fraccidn 2,9 g

PIRDVICO T
LACTICO 25 mg
GLICOLICO 8 mg
OXALICO 22 mg
MALONICO 15 mg
FUMARICO 16 mg
SUCCINICO 9 mg
MALICO 46 mg
o =CETOGLUT. 35 mg
ACONITICO 250 mg
CITRICO 215 mg
QUINICO 85 mg
GALICO 110 mg

TARTARICO 16 mg -
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FRACCION VIII-3-3-1

Peso fraccidn 200 mg

GLICOLICO 2 mg
FUMARICO 1 mg
MALICO 3 mg
& -CETOGLUTAR, 6 mg
CITRICO 185 mg

La cantidad total de compuestos extraideos, en la
primera extraccidn ha sido alrededor de 55 g

tos fraccionamientos , realizados siempre en -
frio para evitar posibles alteraciones, no logran buenas —
separaciones, aungque han servido para lograr el aislamien-
to del 4cido eitrico.

Repasando los cuadros anteriores se puede apre -
ciar la gran cantidad de 4cidos detectados y la cantidad -
en gue se hayan presentes en cada una de las fracciones.

E1l éEido citrico se encuentra fudamentalmente en
la VIII-3-1, R =2, VIII-3-3-1, VIII-2-2 y VIII-3-3 aunque
muy impurc en esta Gltima.

Realizando el recuento del ‘4cido citrico presen—
te en las anteriores fracciones, nos encontramcs congue he
mos extraido casi 6 gramos en este primer proceso, asi co—~
mo 1,5 gramos de dcido mdlico, 1,7 g de dcido quinico, 650
mg de dcido gdlico, 500 mg de dcido maldnico, 300 mg de &-
cido fumarico, 100 mg de dcido succinico, 200 mg de ldcti-
co, y 300 mg de dcido aconitico y cantidades menores de -
pirdvico, glicdlico, oxalico, «-cetoglutarico, benzoicao, -
fenilacético, tartdrico y cafeico.

e Ot . . i M s B i F D e TN KR
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En los cromatogramas puede comprobarse la comple
jidad de las muestras, existiendo una serie de dcidos de -
los que no puede afirmarse su presencia, pero gue estdn -
siendo objeto de un estudio de préxima publicacidén. Pode -
mos citar entre otrus 4cido citramdlico, glicérico, citra-
cédnico, isocitrico, salicilico, abscisico, sirdingico y o -
tros mds, sobre todo dcidos fendlicos en abundancia.

Con la DUA recuperada de este primer proceso se
repitid la extraccidn sobre el mismo alpechin, con los re-
sultados siguientes:

GLICOLICO+LACTICO 125 mg aprox.
OXALICO 26 mg
MALONICO 29 mg
BENZOICO 25 mg
SUCCINICO 78 mg
FUMARICO 35 mg
MALICO 700 mg
—=-CETOGLUT. 10 mg
CITRICOC 3550mg
QUINICO : 220 mg
CAFEICD ' T

Podemos ver de nuevo gue el componente mayorita-—
rio es el dcido citrico, seguido de mdlico, quinico y otros

Como en anteriores ocasiones, la columna cromatc
gréfica es incapaz de separar la totalidad de la muestra -
inyectada.

Los andlisis realizados del alpechin de la acei-
tuna en la campafia de 1971 han dado resultados similares.
En este caso el alpechin fue despectinizado y pasado por -
resiia DOWEX-50 X8 (H').

Los resultados cbtenidaos vienmen tabulados en la
pdgina siguiente.
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OXALICO T
MALONICO 88 mg/litro
FENILACETICO 28 "
SUCCINICO 128 n
FUMARICO 132 "
MALICO 1480 "
A-CETOGLUT. T "
TARTARICO T "
ACONITICO T "
CITRICO 3440 "
QUINICO 80 "
GALICO 56 "
MUCICO ' T "
CAFEICO T "

En este caso ya hemos podido realizar la coﬁsig—
nacidn de concentracidn real de los &cidos en el alpechin,
esto es, mg/litro directamente.

Puede apreciarse una buena concordancia, aungue
es preciso tener en cuenta gue se trata de muestras dife =
rentes de alpechin.

En esta muestra, el componente mayoritaric es el
&cido cftrico (3,5 g/1), seguido del dcido m&lico(1,5 g/1)
y fumérico, estando los demds en mucha menor cantidad.

El micrométodo desarrcllado por nosotros para el
andlisis rdpido de &cidos de soluciones de soluciones acug
sas & zumos, ha contribuido a agilizar el andlisis de los
mismos.

Hemos comprobado qus posee las siguientes venta—
Jjas:

Se lleva a cabo a temperatura ambiente

Es muy répido

No hay trasvases

Puede realizarse reextraccidn dcida & bésica
Puede secarse por liofilizacidn
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Fl paso..mds lento es comin a todos los métodos -
utilizados, y consiste en el secado de la muestra, depen --
diendo simplemente de los medios técnilcos con que se cuen-—
te en el laboratorio.

La prueba global de la bondad del método consis—
te en que hemos podido comprobar que las pérdidas de aci -
dez a lo largo de todo el proceso no han sido nunca mayo -
res del 5%, incluyendo en esto la valoracidn delas pecti -
nas despreciadas, mientras que los macrométodos daban pér-
didas del 10-15%.

La bondad de la formacidn de TMS derivados para
estas sustancias estd comprobada por otros autores,asli .que
el conjunto del andlisis es de garantia.

Por este procedimiento hemos obtenido los siguien
tes resultados para una muestra de alpechin de la campana
1971, realizdndose el andlisis segin estéd descrito en la -
parte experimental:

OXALICO T
MALONICO 13 mg/1
SUCCINICO ' 275 mg/1
FUMARICO 50 mg/l
MALICO 510 mg/1l
oL ~CETOGLUT. T
ACONITICO 60 mg/l
CITRICO 3700mg/1
QUINICO 1140mg/1
GALICO T

MUCZCO T
CAFEICO 50 mg/l

En esta otra muestra de alpechin podemos chservar
la preponderancia del dcido citrico, milico, gdlico y suc-—
cinico.

La gran cantidad de dcido guinico puede ser debi
da a una mejor formacidn de derivado (cuando se realiza una
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reextraccién b&sica se parte de sales amdnicas para formar
los TMS derivados, lo gue es importante en el caso de com-
puestos fendlicos), o bien a gque el alpechin lo contenga -
en mayor cantidad. Podemos apreciar asimismo un disminucidn
del dcido mdlico. Se estd realizando un estudio de la va -
riacién de estos &cidos a lo largo de la campafia de produc
cién de aceite ( y del alpechin). Si hay cambios 51gnlflca
tivos nos indicarfa gue estos cambios ocurren en el perio-
do de postmaduracidn de la aceituna.

El dcido citrico estd bioquimicamente relaciona—
do ¢on la formacidn de los &cidos grasos, pero su presen —
cia en la cantidad en que lo hemos encontrado indica gque -
no se trata de un productc intermedic del metabolismo, si-—
no que constituye un producto de almacenamiento en el fru—
to.

Dada la produccidn anual del alpechin en Espafa,
podemos calcular aproximadamente gue se desperdician 3.500
-4000 Tm de dcido citrico por afio, lo gue puede constituir
una fuente derrigueza complementaria a la produccidn de -
aceite de oliva.

Nosotros hemos intentado aislarlo por los proce
dimientos clésicos de precipitacidn de sales célcicas, sin
haber podido lograrlo de momento, aungue seguiremos inten-
tando encontrar el método de aislamiento econdmico.

Nuestro objetivo de formacién de sales célcicas
se debe a que en las mismas fébricas de aceite se podia —
realizar la reaccidn, enviando el bruto de sales cédlcicas
a fébricas ya especializadas, de forma similar a como se -
hace normalmente con los limones en muchos sitios del Le -
vante espafiol y en otros paises mediterrdneos.

Se han realizado pruebas en las gue parece ser -
gue se podrd poner de manifiesto el dcido abscisico en los
restos acupsos de la aceituna, lo que estd siendo objeto -
de un estudio, dada la trascencencia gue todo lo relaciona
do con la caida del citado fruto posee.

Hemos continuado investigando sobre columnas y -
rellenos que nos ofrezcan mejor separacidn de los componen
tes del alpechin. La separacién se ha mejorado notablemen-
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te, por lo que se va a prcoeder a la cromatografia de gases
preparativa de los macro vy microcomponentes del citado zu-
mo, constituyendo una prdxima publicacidn.



CONCLUSIONES.~



1.— Se . estudia la extraccidén de los dcidos hi -
solubles ( succinico, m&lico, tartdrico y citrico) de sus
soluciones acuosas mediante solucidn bencénica de D1—Unde
cil-Amina (DUA).

2.— El1 procesc de estas extracciones 1liquido -
liquido se lleva a cabo en diferentes condicicnes experi-
mentales y a partir de soluciones sinteticas de los ci-
tados dcidos de concentracicdnes variables.

3.-Para todas las demds variables iguales, la-
extraccidn del acido citrico es tanto mas efectiva cuanto
mayor es la concentracidn inicial de la solucidn citrica.

4.- Para relaciones acido/DUA (b) menores de 1,
la extraccion de citrico es siempre mayor del 95% en un -
proceso simple.

5.- Para relaciones (b) menores de 0,5 la ex-—-<-
traccidn es practicamente cuantitativa.

6.~ La isoterma de reparto del citrico muestra-—
una gran horizontalidad en la zona de (Ac) Vg X 103 > 2

y un tramo muy vertical en la zona < 0,1 como es necesa: -
rio para una adecuada efectividad del procesoc de extrac -
cidn .

7.- Operando a valores de b mayores de 1 se ob-
serva una sobrecarga de la amina, es decir gue cada mole-
cula de esta extrae mas de una de acido.Esta sobrecarga-
se acerca asintdticamente al valor del 40% sobre la rela—
cidn 1:1.

8.—- La extraccidn del acido tartdrico se obhser—
va analoga a la del citrico en la primera zona hasta valo
res de la del orden de 0,5 perc para valores superiores —
disminuye rapidamente la efectividad de la extraccidn .——

Para valores inferiores a 0,5 la extraccidn es mayor del
97%.



9.- En el acido tartdrico no se observa el fend
meno de sobrecarga.

10.- La inflexidn de la isoterma de reparto en-—
el caso del tartdrico es mucho mds aguda gue en la del -
citrico, lo que muestra una mayor efectividad de la DUA -
para la extraccidn en un solo estadio.

11.- E1 acido mdlico produce efecto de sobrecar
ga, como el citrico, pero la efectividad de la extraccidn-
decae mds rapidamente al disminuir la concentracidn ini -~
cial del acido en la fase acuosa. lLas curvas del citrico-
y-del malico se asemejan mucho en los tramos iniciales y-
finales.

12.— E1 acido succinico es el que presenta mayo
res diferencias y menor pendiente de la grafica.

13.- En la serie : Tatérico, mdlico,succinico—
al disminuir el ndmero de hidrdxilos aparece menor pendi=
te de la primera zona de la isoterma con los valores -

de (AC)O Vg / (Ac)a Va 82;18 y 6 respectivamente. El ci-
trico did el valor 44.

14.-~ Se ha estudiado la reextraccidn (Striping)
y recuperacidn de los acidos a partir de sus soluciones -
bencenicas de extraccidn con DUA., Se puede realizar €S-
te striping mediante scluciones de H Cl. o de NH_8H. Por
evaporacidn de las nuevas solucicnes acuosas se pueden -
recuperar los acidos cristalinos o sus sales

15.-.En la extraccidén del zumo de 1limdn con so-
lucidn bencenica de DUA y reextraccidn con H.Cl se obtuvo
un acido citrico sdlido crudo de un 75% de pureza. Des —
pués de decoloracién y cristalizacidn did 94% de pureza.-
Entre las impurezas que restan se identificaron los aci—
dos mé&lico,tartarico, aconftico,quinico,glucdlico y peqgue
fisimas cantidades de succinico y fumdmico junto a otros—

componentes detectados por cromatografia de gases que no
nos hemos detenido a investigar.

16.—~ Aunque hemos conseguido una columna croma-—
tografica de mds de 15.000 platos teoricos no se han podi
do resolver totalmente las mezclas extraidas de los zumos
naturales.



17.- Se han extraido con solucidn bencénica de-

DUA los acidos libres del zumo de uva. Entre estos se en-
contraron los acidos tartdrico, malico y citrico.

18.~- Por una segunda extraccidn o intercambio -
idnico mediante solucidn bencenica de clohidrato de DUA -
se separa una mezcla compleja de acidos ligados en los ~
que el tartédrico se encuentra sdlo en un 2%% .

19.- Se han estudiado comparativamente la extrac
cidn de zumo de manzana mediante soluciones de DUA o me
diante resina DOWEX-1x8 (AcO ). El primer reactivo extra=
jo mejor los acidos m&lico; glizolico y gquinico, mientras
el segundo fué mds efectivo para el succinico y el fumé_
rico .

20.-~ Tambien en la manzana se aislaron despues-—
los acidos ligados. En este caso por pasada del zumo a —
través de una columna de resina cationica. En este segun<
do extracto se identificaron los mismos acidos que en la-—
fraccidén de los acidos libres salvo el aconitico y Jjunto-
a estos se identificé el fenilacetico.

21.- E1 zumo de ciruela se extrajo comparativa-
mente con soluciones de DUA y con resina DOWEX 1x8 (OH ).
La mfnima diferencia chservada a favor de la DUA fueron -
rendimientos ligeramente superiores en fumdrico, mélico,-
i« -cetoglutarico y gdlico.

22.— Probablemente la mayor ventaja de la:DUA -
fué el ahorro de emplear grandes volumenes de soluciones
acuosas.

23.— Hemos comenzado el estudio de las sustanci
as acidas del alpechin de la aceituna, utilizando extrac-
ciones con soluciones bencenicas de DUA de diversas mues—
tras de alpechin de dos cosechas sucesivas

24.- Se ha logrado aislar e identificar por -—
primera vez acido citrico del alpechin de la aceituna.



25.— El1 andlisis, mediante CGL,de las mezclas
de dcidos obtenidas por extraccidén con soluciones de DUA
nos permite identificar y determinar hasta 16 dcidus dife
rentes en el alpechin de la aceituna, aungue existe un -
gran nimerc de compuestcs dcidcs todavia sin identificar.
Se detectan y determinan por primera vez, ademds del ci -
trico, los dcidocs: Fenilacético, succinico, & ~cetoglutari
co, aconiticc, guinico, gélico, glicdlico, micico y cafei
co., Se confirma, realizandc por primera vez su estudio -
cuantitativoc, la existencia de tartdricoc, maldnico, fumé-
rico, mdlico y ldcticc.

26.- Hemos podido comprobar, en las muestras -
por nosotros estudiadas, la ausencia de dcidu tricarbali-
lico en cantidades detectables.

27.—:8e ha desarrcllado un método de andlisis
cuantitativo de 19 &cidus mediante TMS derivados, reali -
zéndcse el estudio previo de construccidn de columna, de-—
terminacidén de pardmetros y condiciones operativas al ob-
Jjeto de obtener dptimos resultados. Para obtener resulta-
dos realmente cuantitativos hemos calibrado el detector
para todos y cada uno de los patrones empleados, utilizan
do ademds el procedimiento del patrén interno.

28.— Hemos desarrolladoc igualmente un micromé--
todo que permite el andlisis cuantitativo rdpido de hasta
19 é&cidos diferentes de forma simultdnea y a temperatura
ambiente, combinandc extracciones a pequefia escala con so
luciones bencénicas de DUA, reextracciones dcidas ¢ bdsi-
cas y andlisis por CGL de sus TMS derivados. Los voldme -
nes totales manejados de forma simultdnea scn siempre in-
feriores a 5 ml y la sensiblidad del método es la que lle
va consigo la CGL con detectores de icnizacidn de llama.
Los errores nunca son mayores del 5%, siempre por defecto
en lo que respecta a la fase de extraccidn.

29.— A través de nuestros estudios del alpechin
puede apreciarse la conveniencia de proseguir las investi
gacliones para aislar e identificar espectroscdpicamente -
la gran cantidad de compuestocs de cardcter dcido gue el -
alpechin posee, entre los gue se pueden encontrar las po-
sibles auxinas causantes del desprendimientc de la aceitu
na.



30.- Estimamos que desperdician anualmente en
Espafia de 3.500 a 4.000 Tm de dcido citrico del alpechin
de la aceituna, por lo gue sefialamos la conveniencia de —
proseguir las investigaciones para encontrar un método e-
cunémice de aislamiento del citado dcido citrico.
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