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PRESENTACION

En la bibliografia cientifica alemana se encuentra un niimero bastante grande de
recetas para la eiecucién de los analisis clinicoquimicos. Por ello es logico pregun-
tarse si es necesaria la aparicién de una novedad en este campo. El presente libro
debe su nacimiento, por una parte a la experiencia adquirida en la ensefianza de la
quimica a auxiliares técnicos-sanitarios, y por otra a la circunstancia de que ambos
autcres, en los Gltimos diez afios, han puesto a punto en mi Instituto una serie de
métodos quelométricos para el anilisis de sangre v orina. Puesto que estos procedi-
mientos ya han sido comprobados en muchos Laboratorios clinicos, le pareciéo opor-
tuno al editor recopilar en un libro todos los métodos quelométricos que pueden ser
usados en Anélisis Clinicos, con lo cual se pondra de relieve la gran ventaja de estas
técnicas ¥y se podrd contribuir a que la quelometria encuentre en Quimica Clinica
el empleo y atencién que merece.

Al tener en cuenta también otros procedimientos volumétricos, bien elegidos y
comprobados, ya generalmente conocidos, resulta un libro de laboratorio que pre-
senta diversas ventajas {rente a otros libros analogos.

De acuerdo con la idea de los autores de poner en primer plano los métodos
quelométricos, en la parte general se explican los fundamentos tedricos con claridad
suficiente para comprender las técnicas. Pero también merecen especial atencion las
explicaciones sobre otros procedimientos voluméiricos, en particular sobre el analisis
por neuiralizacién, las observaciones generales para la preparacion de las disolu-
ciones valoradas y su conservacién. Se definen y explican con claridad los conceptos
de molaridad, normalidad, concentracion y factor, se habla ampliamente de la impor-
tancia de la calidad del material de vidrio para la exactitud de las determinaciones
y se hace hincapié sobre las causas de error que también pueden producirse por
este motivo. Una especial ventaja de esta disposicién la constituye el que el analista
encuentra en ella una serie de notas, que quizd parezcan evidentes, pero que, sin
embaigo, es imprescindible observar al efectuar los procedimientos volumétricos, con
el fin de lograr resultados correctos. Ademaés, los autores se han esforzado en exponer
solamente métodos que puedan efectuarse sin aparatos costosos, con medios modestos
y empleando un minimo de reactivos. Por todo ello es de esperar que la obra en-
cuentre la mis amplia difusién.

Graz, marzo 1961
Prof. Dr. Haxs Lies

Director del Instituto Médico-quimica y del
Laboratorio Pregl de la Universidad de Graz
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PROLOGO

En los ltimos afios la quelometria * se ha introducido también de manera sor-
prendentemente rdpida en los laboratorios clinico-quimicos, debido a su sencillez
unida a su gran exactitud y a la estabilidad de las disoluciones valoradas empleadas.
Incluso para algunas determinaciones es el Gnico método posible, sobre todo en los
laboratorios en los que no resulta rentable la adquisicion de costosos aparatos. Este
ha sido el motivo que nos ha movido a hacer un resumen de los métodos quelomsé-
tricos utilizables en An4lisis Clinicos.

Ahora bien, existen una serie de sustancias que no pueden determinarse ni quelo-
métrica ni fotométricamente con suficiente exactitud. Por ello, a los métodos que-
lométricos hemos afiadido con preferencia otros métodos volumétricos, con el fin de
que un laboratorio que posea un fotdmetro esté en condiciones de poder determinar,
con ayuda de los procedimientos expuestos, ademis de las sustancias que pueden
determinarse fotométricamente, otros importantes componentes de la sangre y de
la orina.

Al elegir los métodos nos hemos guiado de las siguientes ideas: en primer lugar,
son preferidos los métodos quelométricos, no sdlo por los motivoes antes citados, sino
también a causa de que atn no ha aparecido ninguna recopilacién de estos métodos
enfocada a los laboratorios clinico-quimicos. En segundo lugar, es valido el principio
de que basta con la menor cantidad posible de reactivos y sobre todo con el menor
namero de disoluciones valoradas, siendo éstas muy estables. Del gran niimero de
métodos no quelométricos hemos elegido primeramente aquellos que estdn muy difun-
didos y que, segiin nuestra experiencia, conducen en los anélisis de rutina a valores
exactos y bien reproducibles. En los contados casos en que se dan dos procedimientos
para la determinacién de una sustancia, el motivo de ello se encuentra expuesto en
la introduccién, aunque se trate de un método quelométrico.

No es posible exponer aqui los fundamentos de la Quimica Analitica, ni siquiera
los del Analisis volumétrico. Por lo tanto, la parte general sélo contiene breves expli-
caciones de los diferentes tipos de valoraciones, para la mas facil comprensién de
las reacciones que tienen lugar, asi como amplias indicaciones practicas. Unicamente
en el caso de la quelometria se profundiza algo méis, pues estos métodos apenas se
describen en los libros de texto, incluso en los relativamente recientes. Al contrario
de lo que se ha hecho con otros reactivos, se trata en un capitulo especial de la par-
te general, de la preparacién y conservacién, asi como de las propiedades de las
disoluciones valoradas, con lo cual se hace resaltar su especial significacion. También

*  Conocida también como Complexometria o Valoraciones con AEDT y andlogos.



4 PROLOGO

se hacen observaciones, que a veces parecén carentes de importancia, pero que pue-
den ser decisivas para el logro de buenos resultados.

Puede ocurrir que si se usa un métedo de acuerdo con la publicacién original,
se obtengan con frecuencia resultados errdneos debido a insignificancias que al autor
del método le han parecido tan obvias que no se ha preocupado de citar. Nos hemos
esforzado en exponer en las observaciones a cada procedimiento las causas de error
y las dificultades, asi como la forma de eliminarlas. De esta manera, también se
consigue describir los procedimientos en forma concisa y clara.

De igual modo que no ha sido nuestra intencidén el hacer un resumen completo
de todos los métedos volumétricos, tampoco se citan todas las referencias bibliogra-
ficas sobre los métodos y sus modificaciones. Ademés del primer trabajo original se
citan, ante todo, los trabajos en aleman con resiimenes bibliograficos. Sélo en el caso
de los métodos quelométricos se trata con mas amplitud la bibliografia, pero alin asi
no es posible citar todas las referencias de los trabajos, especialmente en el caso de
los muchos publicados scbre la determinacion de calcio y magnesio.

Queremos hacer resaltar que cualquier método no citado, en ningin caso debe
cousiderarse ticitamente rechazado. La enumeracién de todos los métodos, a veces
quizd mejores que los citados, pondria al lector ante el dilema de tener que elegir,
y obligarle eventualmente a la preparacién de maés disoluciones, y precisamente es
de esto de lo que quieren huir los autores. Seran bien recibidas todas las sugerencias
encaminadas a mejorar el libro, siempre que estén de acuerdo con la idea basica
de éste.

Graz y Atlanta, marzo de 1961.
A. Horasex y H. Frascaka



PARTE GENERAL

Fundamentos de la guelometria

El 4cido etilendiaminotetraacético, abreviadamente AEDT (EDTA en inglés) o YH,
tiene la f6rmula siguiente:

HOOC — CH, CH, — COOH
‘\N—CH:—-CHZ—N\/ i

HOOC — CH,~” “.CH, — COOH

El 4acido es un polvo blanco, muy poco soluble en agua (0,02 g en 100 ml) y por
ello se emplea raramente. La sal mas utilizada, comercialmente, es el dihidrato de la
sal disédica, de formula YH,Na,-2 OH,, en donde Y representa el anién del acido.
ScawARzENBACH, fundador de la quelometria tedrica y prictica, ha propuesto el
nombre de complexonas * para el AEDT y sustancias anélogas (&cidos aminopolicar-
boxilicos), de donde procede también la denominacién de esta rama especial del Ana-
lisis volumétrico. Ademds de complexometria también se emplean los nombres de
quelatometria o quelometria.

El 4cido libre se conoce con el nombre de Komplexone 1I y la sal disédica antes
citada con el de Komplexone Iil. El nombre Komplexone esta registrado por la
firma Ueticon, Suiza. Otras denominaciones comerciales son: Titriplex (Merck,
Darmstadt) o Idranal (Riedel de Haen, Seelze). En Inglaterra se llaman Sequestrene
o Sequestrol, mientras que en América se denominan Versenes. La marca Trilon
procede de la Anilin- und Sodafabrik, Ludwigshafen, que fue la primera en sintetizar
en escala industrial el AEDT. Este nombre de Trilon es el empleado en la biblio-
grafia rusa. En Espana se vende bajo los nombres de Kelantren y Compleran.

De los 4 hidrogeniones disociables, dos son de acidez bastante fuerte, el tercero
de fuerza media v el cuarto tiene acidez marcadamente débil. Por ello, a pH aproxi-
madamente 7 cxiste predominantemente el anion YH? . Como se verd mdis adelante,
esto es de gran importancia en el trabajo practico.

La especial estructura del AEDT le capacita para la formaciéon de complejos
estables, solubles en agua, con casi todos los iones metalices polivalentes. En ellos el
metal estd unido tan {uertemente al AEDT no sélo por enlaces idnicos, sino también
por enlaces coordinados, que practicamente deja de existir como tal ion metélico, por
lo que tampoco se puede reconocer por medio de sus reacciones caracteristicas. Asi,

* Nombre no utilizable hoy libremente por reclamar su propiedad una casa comercial.



6 FUNDAMENTOS DE LA QUELOMETRIA

por ejemplo, en presencia de AEDT no se produce, en medio alealino, la precipitacion
del calcio como oxalato o la del magnesio como fosfato. El tipo especial de com-
plejos formados se llama complejos quelatos (de ahi el nombre de quelatometria
o quelometria) o mas abreviadamente quelatos. La particularidad de estos complejos
consiste en que el reactivo complejante (el ligando) agarra al ion metilico (ion
central) por medio de varios grupos funcionales, a la manera de un cangrejo con
sus pinzas. En griego la pinza del cangrejo se llama «Chele». La férmula desarrollada
del complejo AEDT-Ca (AEDT =4cido etilendiaminotetraacético) es la siguiente:

(7)O0C —CH, N /,CH2 —CO0(M)

N — CH, — CH, — N
ooc—cH,” ., " \CH, — €00

|

1

Las lineas de trazo continuo representan los enlaces idnicos (salinos) y las de
puntos los coordinados.

El fundamento de una valoracién quelométrica se basa en que, al afiadir progre-
sivamente la disolucién valorada (AEDT), cada vez se combina mas ion metilico
«libie», hasta que, finalmente, en el punto final todo el metal estd en forma de
complejo. Para poner de manifiesto este punto final existen varios procedimientos:
visuales, fotométricos, potenciométricos, etc. En los laboratorios clinicos el punto
final se reconoce, casi exclusivamente, por medio de indicadores coloreados obser-
vados visualmente.

Estos indicadores son sustancias que forman compuestos con los iones metdlicos
{en casi todos los casos también complejos quelatos) cuyo intenso color es diferente
del color del indicador libre. No todos los reactivos que producen coloraciones in-
tensas con los iones metélicos sirven como indicadores. Ademas de otras condiciones
que han de cumplir, la mis importante es que el complejo indicador-metal sea mds
débil que el complejo AEDT-metal.

A grandes rasgos, una valoracién se efectiia de la manera siguiente: la disolucién
del ion metilico a valorar se lleva al pH necesario, se afiade el indicador y a conti-
nuacién se va adicionando la disolucién valorada de AEDT. Primero se combina
el ion metalico «libre»; una vez consumido éste también se sustrae el metal unido
al indicador poniendo de relieve el punto final de la valoracién, por la aparicién del
color del indicador exento de metal. Ciertamente, en la practica las cosas son algo
més complicadas debido a diversas causas.

Como ya se ha dicho antes, en la disolucion predomina el anion YHZ™ por lo
que la formacion de un complejo AEDT-metal puede formularse de la manera si-
guiente:

Me?t + YH?- &> YMe* + 2H*

Como se ve, por cada ion metilico que se combine se liberan dos iones hidrégeno.
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Esto es muy importante por dos motivos. En primer lugar, puede verse que en el
transcurso de una valoracion aumenta la concentracion de iones hidrégeno. Puesto
que de ordinario una valoracién sblo puede efectuarse en determinadas condiciones
de pH, hay que procurar, por tanto, una suficiente regulacién para evitar una dismi-
nucién del pH, o para mantenerlo dentro de ciertos limites favorables.

Por otra parte, la ecuacién anterior indica de qué modo pueden hacerse selectivas
las valoraciones quelométricas. Por selectividad se entiende la propiedad de un reac-
tivo de reaccionar sélo con unos pocos iones de una mezcla iénica complicada. Puesto
que, como hemos indicado més arriba, el AEDT forma complejos con casi todos los
iones metdlicos polivalentes, su selectividad es muy escasa. Si, por ejemplo, en una
disolucién existen calcio y magnesio, formara complejos con ambos metales y —caso
de no tomar otras medidas especiales— solamente podra valorarse la suma de ambos
metales. Pero de la ecuacién arriba citada se pueden deducir las siguientes conside-
raciones:

La adicién de iones hidrogeno a la disolucién desplazard hacia la izquierda el
equilibrio de la reaccion, es decir, los complejos se disociaran tanto mas cuanto més
fuertemente acida sea la disolucion. Con una concentracién de iones hidroégeno sufi-
cientemente alta, un complejo poco robusto estara muy disociado o lo estard préacti-
camente de manera total, en tanto que un complejo mas fuerte estard tan poco debi-
litado que aln serd posible valorarlo. En la practica esto significa que, con una dife-
rencia suficiente en la estabilidad de los complejos, puede encontrarse un valor de pa
al que se pueda valorar selectivamente un ion metélico que forme complejos fuertes,
sin que se produzca interferencia por la presencia de iones metélicos que originen
complejos mas débiles. Por ejemplo, a pH 2-3 el hierro, que forma con el AEDT un
complejo muy estable, puede valorarse, sin interferencia, en presencia de Cu, Ni, Ca,
Mn, Mg, entre otros, que forman complejos considerablemente méis débiles.

Por tanto, de esto también se infiere que cuanto mas débil sea el complejo entre
el AEDT y el metal, tanto mas alto debe ser el pH a que se efectie la valoracién.
Asi, el calcio y el magnesio, que forman con el AEDT complejos relativamente débiles,
han de valorarse a pH 10 o més, mientras que el cinc, que forma un complejo mucho
mas fuerte (unas 10 000 000 veces mds fuerte que el calcio), ain puede valorarse
a pH 4-5.

Muy frecuentemente, también es de gran importancia para el indicador utilizado
el ajuste del pH a un valor determinado o dentro de un cierto intervalo. Algunas de
las valoraciones aqui descritas se efectilan empleando como indicador el negro de
eriocromo T {en adelante, para abreviar, Erio T). El Erio T no sélo es un indicador
quelométrico, sino también un indicador 4cido-base, es decir, cambia de color tante
por adicién o sustraccion de iones metalicos como por variacién de la concentracién
de iones de hidrogeno. Una disolucién acuosa de Erio T es de color rojo oscuro al
afiadir 4cido. Neutralizando poco a poco el dcido con una base, al llegar a pH aproxi-
madamente 6 se produce un cambio de color al azul.

Al seguir afiadiendo base, a pH aproximadamente 12, el color cambia de nuevo
al rojo. Por tanto, en una valoracién en que se emplee Erio T sélo serd utilizable el
intervalo de pH de 7 a 11, pues tnicamente la forma azul del indicador (indicador
libre) reacciona con los iones metalicos virando al rojo vino (indicador «metali-
zado»).
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Lo dicho hasta ahora puede bastar para explicar suficientemente los fundamentos
tedricos necesarios para comprender los procedimientos. Pero también debe hacerse
ver con toda claridad lo importante que es la fijacién de las condiciones de pH pre-
cisas para el éxito de la determinacion.

Como se ha dicho mas arriba, en el punto final el metal pasa del complejo con el
indicador al complejo AEDT-metal y se libera el indicador. Es facil ver que este meca-
nismo sélo puede funcionar si se cumple la condicién fundamental de que el complejo
indicador metal sea bastante mas débil que el correspondiente complejo AEDT-metal.
Si el complejo del indicador fuese més fuerte que el del AEDT no se produciria
cambio de color. Il cobre, niquel, cobalto, aluminio y otros iones metalicos forman
complejos con el Erio T que, en parte, son apreciablemente mas estables que los
correspondientes complejos con el AEDT. Por tanto, no serd posible la valoracién de
estos metales con AEDT empleando Erio T como indicador. Para la determinacién de
estos metales disponemos de otros buenos indicadores, pero carecen de interés en
Anilisis Clinicos, pues los citados metales existen en tan pequefia cantidad en los
materiales biologicos que no pueden determinarse volumétricamente.

Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que, por ejemplo, el cobre, aun
existiendo en trazas, interfiere en la determinacidn del calcio y magnesio, haciéndola
incluso imposible. El cobre reacciona con el Erio T (color rojo), y aun con un consi-
derable exceso de AEDT no se produce viraje al azul. El indicador estd bloqueado.
Este bloqueo del indicador, segiin la cantidad de metal interferente que esté presente,
puede afectar sdlo a una parte o a la totalidad del indicador. En el primer caso se
obtiene un punto final poco brusco, dificil de ver; en el segundo caso no se produ-
cira viraje.

Las trazas de cobre son muy frecuentes en la llamada agua «destilada»; pueden
existir en la muesira o ser introducidas como impurezas con los reactivos. Si existe
cobre en la muestra, la forma mas facil de evitar su interferencia consiste en afadir
unos cristalitos de cianuro potasico. El cobre forma con los iones cianuro un cianuro
complejo extremadamente estable y va no es capaz de reaccionar con el Erio T ni
con el AEDT. Se dice que estd «enmascarado».

El enmascaramiento, junto o en combinacién con la fijacién del pH, constituye
uno de los medios mas importantes para conseguir selectividad en las valoraciones
con AEDT. El enmascaramiento se emplea no solo para eliminar las trazas de metales
interferentes, sino también para inactivar grandes cantidades de metales acompafiantes.
Asi, por ejemplo, no es posible efectuar la valoracién del cine en presencia de iones
uranilo frente a Erio T, pues el ion uranilo bloquea al indicador. La adicién de
carbonato enmascara a los iones uranilo y posibilita la valoracién del cine, como
por ejemplo en la determinacién del sodio. En la prictica. sin embargo, no se emplea
el Erio T, sino otro indicador que produce un viraje mas brusco.

Enmascaramiento es también el impedimento de la reaccion enire una sustan-
cia 4 y otra B por adicién de C, sin que haya separacion fisica. C es el agente
enmascarante que enmascara a A frente a B. Segin esta definicion, un enmascara-
miento también puede producirse por medio de una reaccién de precipitacién. Por
ejemplo, a pH mayor de 12 el magnesio precipita como hidréxido, en tanto que el
caleio permanece en disolucién. El calcio puede valorarse después en presencia del
precipitado de magnesio, de lo que se hace uso en los analisis clinicos. Sin embargo,
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es esencial observar que el precipitade de magnesio no se filtra. Si se filirase ya no
seria enmascaramiento, sino una separacion.

Hasta ahora se ha hablado sélo de un tipo de valoracion, las Hamadas valora-
ciones directas. La disolucion del metal a valorar se trata con el indicador, se fijan
determinadas condiciones vy, a continuacién, se deja fluir la disolucién valorada hasta
que se alcance el punto final. Pero puede ocurrir que se presenten dificultades al
tratar de fijar las adecuadas condiciones para la valoracién. Si, por ejemplo, ha de
valorarse el calcio frente al indicador murexida, habra que trabajar a pH aproxi-
madamente 12. Pero en el caso de que la muestra contenga iones carbonato en
estas condiciones el calcio precipitara como carbonato. Bien es verdad que el carbo-
nato célcico reacciona con el indicador y con el AEDT, pero lo hace tan lentamente
que en la practica es imposible llevar a cabo la valoracién. Naturalmente, pueden
eliminarse los carbonatos antes de la valoracion, pero existe un camino mas facil,
la valoracién por retroceso.

Antes de afiadir el hidréxido sédico se trata la disolucién problema, débilmente
acida o neutra, con un exceso medido de disolucién valorada de AEDT, a conti-
nuacién ya puede alcalinizarse sin que precipite carbonato calcico. El calcio esta
combinado con el AEDT vy, por asi decirlo, enmascarado frente a la reaccion con
carbonato. Seguidamente el exceso de AEDT puede «valorarse por retroceso» con
una disolucién valorada de calcio.

Frecuentemente en la practica las valoraciones por retroceso suponen una gran
ventaja. Una vez efectuada la valoracion por retroceso se puede afadir de nuevo
algo de AEDT, volver a valorar por retroceso con calcio y repetir esto varias veces.
Se toma la media de las lecturas de las buretas de calcio v AEDT, eliminandose asi
el «error de gota» de la valoracion. A este procedimiento se le llama valoracién pen-
dulur u oscilante.

La mayoria de las veces también se puede evitar la interferencia producida por
el cobre en el punto final de las valoraciones con Erio T mediante las valoraciones
por retroceso. El cobre se combina con el AEDT y reacciona muy lentamente con el
indicador, de suerte que se concluye la valoracidn antes de que se produzca el
bloqueo. En las valoraciones por retroceso hay que advertir que el cambio de color
producido al afiadir la disolucién de la sal metalica no indica el «verdadero» punto
final. Este cambio de color es producido por una pequefia cantidad de metal en exceso.
Sin embargo, el punto final correcto se logra cuando el indicador existe en forma
libre. Por tanto, para concluir la determinaciéon se debe valorar con AEDT hasta
conseguir el color del indicador libre.

Tebricamente el punto final debe elegirse de forma que el color de la disolucién,
debido al indicador, corresponda exactamente a la cantidad de ion metalico libre
que viene dada por la disoclacién del complejo AEDT-metal (en el equilibrio). Sin
embargo, esto supondria que, en casi todos los casos, las valoraciones quelométricas
habria que efectuarlas no hasta un color limite, sino hasta alcanzar un color mixto.
En el caso del Erio T, por ejemplo, deberia valorarse hasta una determinada tona-
lidad parpura, lo que es muy dificil. Sin embargo, mateméaticamente se ha visto, en
completo acuerdo con la experiencia, que puede despreciarse el «error del indicador»
producido al valorar hasta un color limite, y en todos los casos es menor que el
error que se introduciria si se valorase hasta alcanzar un color mixto.



