Un método facil para preparar la solucion
Gl \
de fosfato disodico
utilizada en la confeccion de mezelas « buffers »

Por 8. Soriano

Las soluciones de fosfato monopotdsico y fosfato disédico aconsejadas
por Sorexsex para la confeccion de mezclas de distinto pH son las so-
luciones madres que-se utilizan con mayor frecuencia para la determi-
nacion de la concentracion de iones I por el método colorimétrico. La
escala de pH que puede obtenerse con ellos varia de pHl=5 a pH =38,6
siendo pues suficiente para las delerminaciones en los trabajos corrien-
tes de biologia. Su empleo, se ha extendido especialmente en los labo-
ratorios de bacteriologia para la determinacion del pH en los medios de
cultivos y para el estudio de la acidez actual en la fermentacion de los
hidratos de carbono.

Cuando se preparan estas soluciones, puede notarse que, mientras la
preparacion del fosfato monopotasico no presenta mayores dificultades
y se efectiaa con rapidez, la obtencion del fosfato disédico a la concen-
tracion deseada es particularmente larga o insegura.

El fosfato disodico cristaliza con 12 moléculas de agua, pero como
eflorece al aire con gran facilidad, nunca se puede estar seguro de que
contenga exactamente 12 moléculas de agua de cristalizacion por lo cual
no es posible por simple pesada preparar una solucion de concentracion
conocida.

(1) Las soluciones «buffers », « tampons », paragolpes o requladoras, tienen, como
se sabe, la caracteristica comin de resislir en cierto modo al cambio de su concentra-
cién en iones H, cnando varia la acidez por accién de algunas substancias y por la
dilucién con agua. Se utilizan como términos de comparacion en el método colorimé-
irico de determinacién de iones H de las soluciones, o para dar, aproximadamente, a
una solucién un pll determinado. ,
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Esta dificultad hizo aconsejar a Sorexsex el uso de la sal que lleva su
nombre, es decir, el mismo fosfato con 2 moléculas de agua de cris-
talizacién. Cuando se abandona al aire una capa extendida de fosfato di-
sodico con 12 moléculas de agua, éste eflorece perdiéndola gradualmen-
te hasta oblenerse un compuesto con 2 moléculas de agua que segiin
Soressen, es estable a la temperatura ambiente.

Siguiendo las indicaciones de Crark, para preparar la solucion de fos-
fato monopotisico, la sal pura (recristalizada), se deseca en desecador de
sulfiirico, hasta peso constante (lo cual se consigue en pocas horas) y
luego se pesa la cantidad deseada; en esa forma puede prepararse rapi-
damente una solucion de concentracion exactamente conocida.

Pero no sucede lo mismo con la solucion del fosfato disédico : dejan-
do eflorecer al aire la sal pura no hemos podido llegar nunca a obtener
un peso conslante, dependiendo esto seguramente de las condiciones de
humedad de la atmdsfera variables con el tiempo yen cada lugar.

Aun desecando en estufa a 38° por 24 horas después de quince dias
de exposicion al aire, segin aconseja Micuaguis, tampoco se obtiene la
constancia de peso en dos pesadas consecutivas con diferencia de una
hora. Una porcion de la sal analizada en esas condiciones resulté tener
mas de tres moléculas de agua de cristalizacion.

Si después de haber dejado eflorecer, se coloca en un desecador de
sulfirico, Ja sal sigue perdiendo agua y eso por un liempo relativamen-
te largo. Por otra parte al pesar la sal que ha permanecido en el deseca-
dor de sulfirico, ésta absorbe répidamente agua de la atmosfera y el pla-
tillo de la balanza no puede equilibrarse. La pérdida de agua del fosfato
disodico estd de acuerdo con las siguientes formulas :

PO, HNa,. 12H,0 — PO,HNa,. 711,0 — PO,HNa,. 2H,0 —> PO, HNa,.

Luego, a temperatura clevada, el fosfalo anhidrido se transforma en
pirofosfato como veremos mas adelanle.

Si bien no resulta facil preparar la solucion de fosfato disodico con la
sal llamada de Sorexsex (con 2 moléculas de agua), por las variaciones
que presenla el método en las condiciones de nuestro clima, se puede,
sin embargo, llegar al mismo fin efectuando un dosaje de fosfatos: se
prepara una solucion concentrada, se delermina su riqueza en fosfatos y
luego se diluye hasta la concentracion que se quiera. Muchos de los que
utilizan esta mezcla de Sorexsex en sus trabajos sobre determinacion de
pH emplean este método. El doctor Wernicke, del Instituto bacteriolo-
gico determina ¢l anién fosforico o el cation alcalino de la sal, utilizan-
do un aparato de electro-didlisis, con el cual en pocos minutos (menos
de !/, de hora) puede efectuarse una determinacion cuantitativa.
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Visto el comportamiento del fosfato disodico en la pérdida de su agua
de cristalizacion, el doctor Rewcnert, dela Facultad de agronomia, nos
aconsejo preparar esta solucién empleando la sal al estado anhidrido, es
decir : colocar en el desecador de sulfiirico, el fosfato disodico ya par-
cialmenle desecado y obtenerlo anhidrido. En seguida se pesa cuidado-
samente empleando un recipiente con tapa esmerilada para evitar la ab-
sorcion del vapor de agua de la atmoésfera (1).

Después de varios ensayos hemos llegado a establecer las manipula-
ciones en la siguiente forma, que nos parece bien sencilla y practica :

Una cantidad de fosfato disodico cristalizado igual a unas tres veces
la cantidad de fosfato anhidrido que se necesita, se hace fundir a bafno
de Maria en una capsula de porcelana en su misma agua de cristaliza-
cion, dejando desecar todo lo que sea posible, removiendo frecuenle-
mente con una varilla.

Cuando se tiene una masa pastosa, se saca del bafio de Maria y se
deja enfriar, separando luego-el fosfato endurecido, colecAndolo en un
mortero y pulverizandolo.

El fosfato pulverizado se coloca en una capsula mas pequena y se deja
a estufa a 105°-110° durante unas horas, removiendo con bastante fre-
cuencia por medio de una varillila.

Al final se pasa el fosfato seco a un pesa-filtro que cierre bien y que
haya sido previamente desecado en un desecador de sullirico (2).

Se coloca en seguida por un rato mas a estufaa 105° removiendo varias
veces con la varillita o por inclinacion del recipiente, pasando en fin el
pesafiltro a un desecador con dcido sullirico, en el cual, después de ce-
rrado, se hace el vacio con la bomba de agua.

Cuando se haya obtenido una presion bastante reducida, se cierra el
desecador y ahora no queda mas que pesar, la primera vez después de
unas horas y luego a intervalos mas cortos, controlando que dos pesa-
das conseculivas acusen el mismo peso o presenlen tan solo una varia-
cion de unos pocos décimos de miligramo.

Lo mas practico (aunque no es necesario) resulta dejar el fosfato du-
rante una noche, en el pesa-filtro abierto, en el desecador de sulftrico a
presion reducida, y luego, ala mafiana siguiente pesar dos veces con una
hora de intervalo para verificar si el fosfato esth completamente anhidro.

(1) Aprovechamos ésta ocasién para agradecer al doctor Frirz Rercuert por suayn-
da en la preparacion de este trabaje. Quedamos ignalmente muy reconocidos al doc-
tor Raor. Werstcke por habernos sugerido algunas importantes modificaciones y. por
haber revisado el manuscrito.

(2) Resulta atil colocar dentro del pesafiltro una varillita de vidrio corla que se uti-
lizard para remover el fosfalo si esle no estuviera ya suficientemente seco. (Queda en-
tendido cn este caso que la varilla entra lambién en la tara del pesafilivo.)



METODO PARA PREPARAR LA SOLUCION DE « FOSFATO DISODICO »  34()

En esta forma, el fosfato disédico queda listo para preparar las solu-

i ciones, pesando la cantidad necesaria en recipientes con lapa esmerila-

da, o bien disolviendo directamente t6do en la cantidad de agua calcu-
lada (1).

Las tablas y cifras que siguen nos dardn una idea del grado de exac-
titud a que se llega en la preparacion de la solucion de fosfato disodico
por este mélodo rapido de la sal anhidra. :

Los pesos atémicos utilizados son los que figuran en lag tablas de 1923
(Comision internacional) notandose una pequeiia diferencia con las can-
tidades citadas en Crark y Micuaewns, diferencia que no tiene en este
caso mayor importancia por entrar en los limites de otras causas de
error.

En la tabla que sigue estan calculados los pesos moleculares de las
substancias mencionadas en el trabajo :

PO,TINa, 142 048

Fosfato disédico anhidro . .. .

Fosfato monopotésico. ... .. ... PO, H,K 1361506
Fosfato disédico Sorensen . . .. PO,HNa, . 2H,0 178.08
Fosfato disédico cristalizado.. ... PO,HNa, . 12H,0 358 . 240
Pirofosfaforde Na .. ) .00 o0 P,0,Na, 266 . 08
Pirofosfato de Mg . L7 uwn .. P,0,Mg, 293,73

La solucion de fosfato disédico de las mezclas de Sorexsexy debe ser
M/15, es decir exige tener una concentracion de :
Fosfato disédico con 2 moléculas de agua :
e}

178,08 - 15=11,872 grs. en 100'cc.
o bien: fosfato disodico anhidro:
142,048 = 15 =g,470 grs. °/,.
La del fosfato monopotasico debe tener :
1364250 T 18==9,079: /s (2).

En lo que sigue daremos algunos ejemplos de analisis de soluciones
de fosfato disodico preparadas con la sal anhidra. Incluimos también
algunas de fosfalo monopolasico efectuadas paralelamente, para servir
de término de comparacion y darnos un indice de exaclitud de los mé-
todos empleados.

(1) Al disolver la sal conviene comenzar agregando el agua, en porciones, direc-
tamente en el pesa-filtro en que ha sido secada, e ir echando todo lo disuelto, por me-
dio de un embudo, en el recipiente tarado dé 1 litro.

(2) Las cantidades dadas en Crark y Micnaguss son: 11,876 (correspondiente a

0,474 de anhidro) para el fosfato disodico y (,078 para el monopotisico.
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COMPROBACION DE LA PERDIDA DE AGUA A LA IGNICION

Llevando la sal a ignicion ésta se transforma en pirofosfato por pér-
dida de agua, segiin la ecuacion :

PO, HNa, = P,0,Na, - 11,0.

El porcentaje de disminucion en peso estd indicado por la relacion
entre los pesos moleculares :

Peso molecular del fosfato disédico x2 = 284 096
274 pirofosfato de Na =— 266 .08
Pérdida de agna =284 096 — 266 .08 = 18 016
luego :

284,096 : 18,016_: :100:X; X=1801,60 % 284,096 = 6,34.

En la tabla que sigue figuran los porcentajes tedricos de disminucion
en peso, en las distintas transformaciones de los fosfatos disédico y mo-
nopolasico : :

L Al tranformarse  Pierde en
Substancia

en Peso
PO AN, St el P,0,Na, 6.34%,
BOBNG a2 s e PO, HNa, 20.23 »
PO HNo, V9l )00 "5 5t P,O,Na, 25,39 »
ROJLE 58 sginspiind PO,K 13.23 »

El fosfato disddico pierde por ignicién transforméandose en pirofos-
fato el 6,34 por ciento de su peso.

Hay una tolerancia de 0,1 en mas o en menos segun indica CLARK,
de modo que la pérdida de agua oscila entre 6,24 y 6.44 por ciento del
peso inicial.

El fostato monopotasico pierde en idénticas condicionesel 13.23 40,1
por ciento.

Cuando se trata de verificar la pérdida de agua a ignicion, puede pro-
cederse en la siguiente forma: Se limpia cuidadosamente un crisol de
porcelana, se calienta algo y se lleva a un desecador de sulfirico para
secarlo; se pesa y se obtiene la tara. Se colocan luego en el crisol
unos gramos de fosfato anhidro (conservados en desecador de sulfirico).
se deja un rato en el desecador y luego se pesa: la diferencia de peso
nos da la cantidad de substancia utilizada. Se calienla en seguida con
mucho cuidado el crisol con la substancia y se obtiene el pirofosfato.
Luego se deja enfriar algo, se coloca en desecador de sulfirico y des-
pués de unas horas se pesa. La pérdida de peso es la cantidad de agua
que pierde el fosfato. _ ‘

Algunos ejemplos nos han dado los siguientes resultados :
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Fosfato disédico

Nimero de la muestra . Nimero 1 Niimero 2 Nimero 3
Peso del crisol con fosfato . . .. . .. vzl . B1xo 14.9342 9.1628
Peso del crisol solo, seco ... ... ... 13,0058 13,6302 7.8431
Peso después de incinerar ... ... . 1h.4141 14.8310 9.0783
Peso de la substancia . ... ........ 1.5052 1.3040 1.3197
Pérdidadesagua: ., 7 8 8T 0.096g 0.0832 0.0845
Pérdida por ciento calculada .. .. .. 6.437 6.38 6.4o

Calculo del porcentaje de pérdida de agua:

Namero 1: 1.5052 : 0.096g : : 100: X; X=1¢.69+ 1.5052 =6.437 por ciento
Nimero 2 :1.3040:0.0832::100: X; X =8.32+1.3040=106.38 -
Néamero 3 :1.3197:0.0845::100:X; X =8.45+1.3197=26.40 -

(La pérdida tedrica es, como hemos visto, de 6.34 + 0.1 por cienlo).

Fosfalo monopoldsico

Namero de la mucstra Nimero 1 Nimero 2 Nimero 3
Peso del crisol con fosfato .. ... .. 15,2489 v15,85[;7 10,6708
Peso del crisol solo, seco .. ... ... 13,3096 14.3410 7.8629
Peso después de incinerar .. . .. .. 1h.9914 15,6533 16,2094
Peso de la substancia . ... ... . ... 1.9393 1.5137 2. 8079
Pérdida de agua . .............. 0.2575 0.2014 0.3714
Pérdida por ciento calculada . .. .. Y389 1330 13,23

(Pérdida tedrica = 13.23 + o.1 por ciento).

PREPARACION DE LA SOLUCION

Partiendo de la sal anhidra obtenida segin hemos explicado en la
pagina 348 bastard pesar en. un pesa-filtro tarado y seco la cantidad de
fosfato calculado y disolverlo en agua destilada privada de CO,.

Como no es posible pesar de antemano la cantidad deseada y es con-
traproducente abrir y cerrar repetidas veces el pesa-filtro para introducir
o sacar las pequefias canlidades de substancia necesarias para llegar
al peso que se quiera, resulta mucho mas cémodo y practico pesar la
canlidad calculada mds un pequeiio exceso (que puede ser solo de
0,01 gramos) y luego culcular la cantidad de agua que deberd agregar-
se correspondiente a ese exceso. Para proceder con exaclitud conviene
hechar en un pesa-filtro, secado en desecador y tarado, unos 9,5 gramos
(tratando de no excederse) de fosfalo disddico anhidro (previamente
desecado); colocar de nuevo por un rato en el desecador de sulfirico,
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(haciendo el vacio a la bomba), luego abrir el desecador, cerrar el pesa-
filtro y pesar cuidadosamente.

El peso menos la tara nos dara exactamenle la cantidad de fosfato que
se ulilizara (esta debera ser siempre mayor de g.470 gramos para 1 litro).

Se calculard ahora el volumen de solucién necesario para tener la
dilucion de g,470 por mil utilizando la proporcion

9,470:1000::a:X
siendo a la cantidad de fosfalo pesada.

Solo resta hacer una correccion referente a la lemperatura, pues los
voliimenes de los recipientes usados estan marcados para la temperatu-
ra de 15° 0 17°,5 de manera que es indispensable colocarse en las mis-
mas condiciones ya sea enfriando la solucion a esas lemperaturas antes
de completar el volumen exacto, o bien consultando en las tablas la co-
rreccion necesaria.

Ejemplos :

Fosfato disédico

Niimero de la muestra Nimero “t Nimero 2

Peso del pesa-filtro con fosfato . . .. . .. 43 0054 h2.3551

Peso del pesa-filtro solo, seco . ... ... . 35,622 32 8409

Peso del fosfato (anhidre). .. ... ... 4842 0.D142

) 9 {
Cantidad (cc.) de solucién caleculada, .. 1001.5 1) 1004 .67
Correceién por la temperatura . ... .. e 0.09d
Tolakde la‘solueibn (ee.) i . i i 1001 .5 1005 62
Fosfato monopoldsico

Nimero de la muestra Niimero 1 Nimeao 2

Peso del pesa-filtro con fosfato . ... 39.1402 39.20649

. Peso del pesa-filtro solo, seco . ... . ... 30.06oo 30,0399

Peso.del foslato il i abiiatiege e & 9.0802 9.2050
Centim. ctbicos de solucion caleulados. 100035 1014 .10
Correccidon por la temperatura (cc.) .. . - 0.95
Total de la selucién(ee.). [ ..~ % . .= 1000. 35 1015 .05

.

Cdlculo del volumen total de la solucién :

Fosfato disddico :

Nimero 1 : 9,470:1000::9,4842 : X; X =9484,2+9,47 =1001,5.

Se disuelven los ,4842 gramos de fosfato en agua hasta 1 litro a 15°
y se agregan 1,0 cc. mas de agua. :

(1) A 13° de temperatura.
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Nimero 2 : Como la cantidad de fosfato necesaria para 1 litro es de
9.470 gramos, tendremos que sobran :

90,5142 — 9,470 = 0,0442 grs.
El volumen de solucién correspondiente a esle exceso es de:
9,470 : 1000 ::0,0442:X ; X=A4,2+ 9,470 =14,67 cc.

Ademas como la temperatura de la solucién es de 21° y el recipiente
esta marcado para 15° la correccion correspondiente es, segtin lablas de
0,95 cc. por litro.

De manera que después de haber disuelto el fosfato y enrasado exac-
tamente a un litro, se agregaran:

4,67 40,95 =>5,62 cc. mas de agua destilada.

« Fosfato monopotasico.
Ne1:9,0802:X::9,077:1000; X=9080,2+ 9,077 = 1000,35.
Se disuelve hasta 1 litro (a 15°) y luego se agregan 0,35 cc. mas de’
agua. :
N¢ 2: Sobran: ¢,2050 — 9,077 = 0,128 gramos de fosfato, que re-
quieren (0,077 : 1000:: 0,128 X} X — 138 =, 0%7=="14,10 cC.
Sumandole la correcciéon por la temperatura a 21°=0,95 cc. por
litro, resulta : correccion total :

14,10+ 0,95 = 15,00 cc.

de agua que se agregaran después de haber completado los 1000 cc.

COMPROBACION DE LA EXACTITUD DEL TiTULO
ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS FOSFATOS

Se precipitan los fosfatos de un volumen medido de la solucion, por
medio de la mixtura magnesiana (véase TreapweLrL) obteniéndolos cuan-
titativamente al estado de fosfato amodnico-magnésico. Este precipitado
se {iltra, se lava y se incinera obleniéndose al final pirofosfato de mag-
nesio (P,0.Mg,). P

La relacion entre la (:anlida(f de fosfalo, necesaria para la formacion
del pirofosfato, esti-dada por la ecuacion :

2 (PO,HNa,)

D AN PG Mo X - . s Y
2 (PO,HNa,) : P,OMg, : : X 1a; X—a oo

llamando a la cantidad de pirofosfato de Mg encontrado.
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Siendo el peso molecular (1) del P,0,Mg, = 222,72 tendremos :

- a(POJHNGY - 2(183,0408) . - ci
X—a P,0, Mg, == o Z=05C 1,2950.

Es decir que después de haber precipitado el fosfato aménico-magné-
sico y de haberlo transformado al estado de pirofosfato de magnesio,
obtendremos ficilmente el fosfato disodico X, conociendo el peso del
pirofosfato a, de acuerdo a la férmula :

X =0 X:0700.

Para el fosfato monopotisico, la formula es :

2 (PO, LK) 02 (136,156
POMe = - 223,72

X—=4a )=a><1,2227.

Siendo a igualmente, la cantidad de pirofosfato encontrada y X la de
fosfato monopotasico a deducir. !

En nuestros ensayos hemos procedido segiin Treapwert utilizando in-
variablemente 30 cc. de soluciéon, agregindole 15 cc. de mixtura mag-
nesiana y 15 cc. de NH,Cl precipitando en caliente con amoniaco al
2,0 por ciento agregado gota a gota y luego dejando 24 horas con 12
cc. mas de NI, concentrado.

Los resultados obtenidos estian agrupados en las tablas adjuntas :

Soluciones de fosfalo disddico
L}

Nimero de la solucién Nimero 1 Nimero 2 Ndmero 3  Nidmero 4
Centimetros ctibicos analizados. . . 30 30 30 30
Peso del crisol incinerado. . ... .. 6.0199 8.0675 8.0625 8 3962
Peso del crisol solo...........- 5.7970  7.8435 7.8398 8.173x
Peso del pirofosfato. . ... ... ..... 6. 8820 103209 % 0807 "0 2331
Por ciento del fosfalo calculado. .. 0.9477 0.9524 . 0.946g 0.9486
La solucién resulta ser ... ... ... M/14.99 M/14.91 M/15 M/14.97

Soluciones de fos/alo monopotdsico

Nimero de la solucién Nimero 1 Nimero 2 Ndmero 3 Nimero 4
Cenlimetros cibicos analizados | | | 30 3o 30 3o
Peso del crisot incinerado. .. . .. .. 8.0875 8.3968 8.0585 7.ghoy

Peso del erisol solo .. ... .. ... ... 7.864 8.1735 7.8348 7i7176
Peso del pirofosfato., /. ... .0, 0.2246 00,2233 0.2237° 0.2231
Por ciento del fosfato calculado. . 0.9154 o.g10t -~ 0.9117 0.9093

La solucion resulta ser

M/14.87 M/1h,96 M/14.93 M/14.97

(1) Peso molecular del pirofosfalo de Mg : (P, = 31,04 X 2 = 62; Q. ==16 e
112; Mg, = 24,32 X 2 =148,64; 62,08 4~ 112 4 48,64 = 222,72).
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La cantidad tedrica de pirofosfato correspondiente a una solucion
exactamente M/15 de fosfato alcalino es de 0,2227, para 3o cc. desolu-
cion.

El porcentaje puede calcularse segun el ejemplo siguiente:

Solucion de fosfato disodico nimero 15

0,2229 X 1,2756 = 0,2843 para 3o cc.

0,2843 100
WL =0,9477 grs. °/,-

Péra 100 cei=—

Jsta solucion resulta ser M/15, puesto que :
142,048 > 0,9477 = 14,99,
es decir, en cifras redondas M/15.

Las soluciones niimero 1 fueron también tituladas en el laboratorio
del doctor Wernicke con el aparato de electro-didlisis dando los siguien-
tes resultados :- o

Fosfato disodico : 1 cc. de la poreion alcalina del dializado neutrali-
za 6,67 cc. de 11,80, n/bo0, luego la concentracion serd :

N
—=G:07

0 bo

71,024

— =0,9475=M/14.99. (1)

6,67

o

Fosfato monopotasico: 1 cc. de la porcion alcalina neutraliza 3,36
cc. de H,S0, n/50. luego:
N 136,156
3,36 =23 86—

bo 50

0.9156°/, = M/14,88.

Para las distintas soluciones examinadas pueden aceplarse las siguien-
tes concenlraciones.

Nimero de las soluciones Nimero 1 Niimero 2 Nimero 3 Nimero 4
Fosfabo disodigo; . " i L E0, M/1b M/14.9 M/15 M/15
Fosfato monopotasico. ... ... ... M/14h.9 M/15 M/14.9 M/15

RESUMEN

Se describe un método facil para preparar la solucion de fosfato disé-
dico de las mezclas de Sorevsex utilizadas en la determinacion colorimé-
trica del pH de las soluciones.

El método consiste en partir del fosfato disédico anhidro que se pesa

1) Se utiliza 71,024 por ser la mitad del peso molecular del fosfato disédico (142,048)
puesto que éste tiene dos iones Na en su molécula.
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en recipientes de tapa esmerilada, preparando las soluciones por un sim-
ple céleulo del volumen total que debe alcanzarse.

En el trabajo se incluyen los resultados de varios ensayos que de-
muestran la preparacion del fosfato disédico anhidro, su ensayo de pér-
dida de agua a la ignicion y la exactitud del titulo obtenido al efectuar
las soluciones correspondientes.
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