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1 NTR ODUCC ION 

Los tevet6sidos cardiot6nicos incluidos dentro del grupo de los 

carden6lidos, son gluc6sidos constituidos por una genina o ag.iucona en 

unión glucosldica con un monosacárido. La estructura básica de estos 

carden6l idos la constituye el ciclopentanoperhidrofenantreno substituido 

en las posiciones 13 y 14 por metilo e hidroxilo respectivamente, y 

enlazado en el carbón 3 con el monosacárido tevetosa de aquí su nombre 

trivial, y en el carbón 17 con un buten6lido o grupo carda (lactona alfa-

beta insaturada)el cual le confiere su propiedad farmacológica. 

Figura 1. Estructura Básica de un Tevet6sido 
Cardiot6nico. 

Los tevetósidos cardiotónicos se forman como productos de 

hidrólisis por la acción de enzimas end6genas a partir de glueósidos 

nativos presentes en la pulpa de las semillas dei género Thevetia. 

Los tevetósidos conocidos hasta la fecha son: 

-La nerifolina (1) y cerberina o 2' monoacetilnerifolina (2), 

identificadas en T. neriifolia por Frcrejacque en 1945. 
-La peruv6sida (3) aislada en T. peruviana (también denominada T. 

neri  ifolia) por Rangaswami y Venkata en 1958. 



-La 2' monoacetilperuv6sida (4) aislada de T. peruviana por 

Voigtlander y Balsam en 1969. 

-La ruv6sida (5) y persutina (6) también aisladas de la misma - 

especie por Long y Sun en 1954. 

Mientras que por parte de los gluc6sidos nativos: 

-La tevetina A (7) y la tevetina B (8) aisladas de T. neriifolia 

por B1och y col. en 1960. 

-La acetiltevetina B (9) aislada de T. peruviana por Voigtlander y 

Balsam en 1969. 

-La tevefolina (10) aislada de la especie anterior por Frerejacque 

y Durgeat en 1971. 

-La acetiltevetina A (11) Identificada en T. nítida por Seelkopf 

en 1974. 
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(1) RZ C113 R2-H 	R3=H (6) R1=COOII R,¥ ll 	R3 li 

(2) R1=C113 R2=C113C0 	R3 =H (7) R1=CH0 R2=11 	R3 genciobiosa 

(3) R1 CHO RZ H 	R3=H (8) Ri=CH3 R9=H 	R3 gcnciobiosa 

(4) R1=CHO Rg=CH3CO 	R3 H (9) R1=C113 R,,=C113C0 	R3=gcnciobiosc 

(5) R1=CH,,OH R,,=ll 	R3 II (10)  R1=CH3 R,,=H 	R 3=H 	(butcn6l ido 

- - en posici6n alfa) 

(11) R1=CH0 R2=C1l3C0 R3=genciobiosa 



En la República Mexicana existen 5 especies del género distribuidas 

en 22 estados: T. ahovai, T. cucinifolia.o T. ovata, T. gaumeri, 

T. neriifolia o T. peruviana, T. plaumcrifolia, y T. thevetoides; según 

las observaciones realizadas co los Herbarios del Instituto de Biología 

de la UNAM y de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN en 

1980. Por lo que el país posee un gran potencial para la obtención de 

glucósidos carditónicos, a partir de recursos naturales renovables; que 

pueden ser utilizados como materia prima, ya sea para la obtención de 

medicamentos o para la síntesis de nuevos fármacos. 

México en 1977 y 1978 importó mezcla de glucósidos cardit6nicos 

por un valor de 232 076.00 pesos y 184 736.00 pesos respectivamente. 
Debido a esto es necesario desarrollar una técnica analítica que permita 

realizar un estudio comparativo del contenido de glucósidos cardiotónicos 



FUNDAMENTAC ION 	DEL 	TEMA 

La variación en la intensidad del color con la concentraci6n 

de algún componente en un sistema liquido, es la base de la cuantificación 

de este mediante técnicas colorimótricas. 

El componente colorido del sistema lo es por si mismo o generalmente 

a causa de una reacción química que tiene lugar al agregar un reactivo 

(o reactivos) apropiado(s) al sistema bajo ciertas condiciones. El 

componente colorido como cualquier molécula, tiene una energía interna 

que es la suma do. la energía de translación al existir mivimiento en la 

molécula, energía de vibración al existir movimiento de átomos respecto 

a íos demás, emergía de rotación al haber movimiento de la molécula 

alrededor de un eje, y energía electrónica al tener una configuración 

electrónica ala molécula. 

Dado que la energía de la molécula puede adoptar solo ciertos valores 

discretos, es lógico que los niveles permitidos para la energía vibracional 

,rotacional, y electrónica esten íntimamente en relación con su estructura 

molecular. Sí la molécula interacciona con una radiación electromagnética 

(energía propagada en forma de onda) de una frecuencia adecuada, de manera 

tal, que le energía de la molécula aumente; esta molécula ha efectuado 

una absorción de la radiación o sea una transición de un estado energético 

menor a uno mayor. Ya que la energía esta cuantizada en los componentes 

de rotación, de vibración, y electa•ónico, la cantidad de energía absorbida 

por la molécula esta limitada. Por esto la absorción de energía es función 

de la frecuencia de la radiación electromagnética y por ende con la 

longitud de onda de la misma. 

La luz es una radiación electromagnética y una de sus características 

es la longitud de onda asociada a ella; un compuesto colorido en el cual 

siempre esta presente un cromóforo (grupo con insaturaciones), la absor 

ción de radiación es en gran parte debido a las transiciones electrónicas 

de la molócula, donde la luz visible es la que proporciona suficiente 



energ-fa.suficiente para dar lugar e esas transiciones. 

Como la cantidad de luz absorbida a una frecuencia dada se relaciona 

con el número de móleculas que absorben la radiación, se tiene lugar a 

procedimientos cuantitativos entre la concentración de.la molécula y •la 

energfa absorbida por esta. 

ANTECEDENTES DE LA COLORIMETRIA 

Cuando un haz de luz a una longitud de onda permitida, incide en -,-a 

medio homogeneo; dicha luz incidente (l o) se refleja (Ir), se absorbe (i), 

o se transmite (It), es decir: 

l o = 	1 	+ 	1t + 	1r 	.....(1) 

Ya que en la práctica 1r se puede despreciar; (1) de: 

l o = la + 1t .....(2) 

En'1760 Lambert investigó la relación entre l e It, o sea la 

relación entre un haz de luz incidente y un haz de luz transmitido, y 

posteriormente Beer en 1852 estudió la absorción de luz de soluciones 

con moléculas absorbentes, mas específicamente un compuesto colorido. 

La ley de LAmbert establece que cuando pasa un haz de luz monocro 

mótico por un medio transparente, la disminuci6n de la intensidad del 

haz de luz con el espesor del medio es directamente proporcional a la 

intensidad de luz; por esto: 

-(dl/dt) oc1 	.....(3) 	Donde: 	1 = Intensidad de luz 
incidente de longitud 
de ondi'p¥rmit¡do 

t = Espesor del medio 

Eliminando el signo de proporcionalidad: 



.. b 

-(dl/dt) = k1 1 	.....(4) 

Separando variables y resolviendo la ecuacion diferencial entre los 

límites indicados: 

-(dI/I) = k1dt 	.....(5) 

It 	t 

dl/t = -k. 	dt 	.....(6) 

l 0 

Da lugar: 

In (It/la) = -k1t 	.....(7) 

Resolviendo para It: 

-k 1t 
It = loe 	.....(8) 	Donde: 	ki = Consatante de propon 

cional¡dad. 

It = La intensidad de luz transmi 
tida del medio absorbente. 

l a = La intensidad de la luz inci 
dente que llega al medio 
absorbente. 

t == Espesor del medio. 

Indicándonos la expresión anterior, que al aumentar aritm6ticamente 

el espesor del medio la intensidad de la luz transmitida decae exponen 

cialmente. 

Ya que: 	In x = 2.3206 log10 x 

Entonces (¥j') puede expresarse: 



2.3206 l og10 (It/¥l°) _ -1: 1t 	.....{¥) 

Resolviendo para 1t: 

-(k1/2.3206)t 
It = l0 10 	.....(10) 

Sf k, = k1/2.3206, (10) es: 

_k2t 
It = l0 10 	.....(il) 

Donde k2 se llama coeficiente de extinción, ya indicado por Bunsen 

y Roscoe en 1857; el cual se le define como la inversa del espesor (1 cm) 

requerido para reducir a un dócimo la intensidad de la luz incidente. 

0 sea que matemáticamente It = 0.1 lo, lo que al substituir en (11): 

-k,,t 
0.1 = 10 - 	.....(12) 

Y solo esto se cumple cuando k,, = 1/t. 

A la rezón It/lo, que es la fracción de la luz incidente transmitida 

por un espesor t-del medio, se denomina trannisión o transmitancia, 

mientras que el inverso del logaritmo base 10 de la transmisión se llama 

absorción o absorbancia, a menudo denominada densidad óptica o extinción. 

De lo anterior: 

T = It/lo 	••••.(13) 	Donde: 	T = Transmitancia 

Substituyendo (13) en (11): 

-k,,t 
T = 10 - 	.....(1¥) 



Obteniendo Iog10 de la expresión (14): 

-{<¥t 
10910 T = 10910 10 ` 	.....(15) 

Eliminando funciones inversas: 

Iog10 T = -k2t 	.....(16) 

Iog10 (1/T) = k2t 	.....(17) 

Sabiendo que: 	Io910 (1/T) = A 	.....(18) 

Donde: 	A = Absorbancia; al substituir (18) en (17) 

A = k2t 	.....(19) 

Lo cual indica que la absorbancia es una función lineal del espesor 

del medio absorbente. 

En 1852, Beer estudió la influencia de la concentración de una 

molécula colorida sobre la transmisión y absorción de luz. Descubrió 

que existe la misma función entre la transmisión y el espesor del medio; 

es decir, la intensidad de un haz de luz monocromático disminuye exponen 

cialmente con la concentración de la molécula absorbente: 

-k c 
It = l o c 	3 	.....(20) 

En que: 	k3 = Constante de proporcionalidad. 

c = Concentraci6n de la molécula absorbente. 

Por lo que al combinar ambas funciones se puede plantear que la 

razón de cambio en la disminución de la intensidad de un haz de luz 

monocromático con el espesor del medio, es directamente proporcional a 

la intensidad de luz y a la concentración de la molécula absorbente; 



por lo tanto: 

-(dl/dt) oC Ic 	.....(21) 

Eliminando el signo de proporcionalidad: 

-(dl/dt) = k4lc 	.....(22) 

Separando variables: 

-(dI/I) = k4e dt 	.....(23) 

Integrando entre los Ifmites indicados: 

It 	t 

	

J
dl/! = -k4c 	dt 	.....(24) 

l 0 	0 

Lo que da: 

In (It/i,) _ -k4ct 	.....(25) 

Representando a (25) en logaritmo base 10: 

10910 (It/I.)  _ -(k4/2.3206)ct 	.....(26) 

Elevando a la base 10 ambos términos y eliminando funciones inversas: 

-(k /2.3206)ct 
lt/lo  = 10 	4 	.....(27) 

Si 	L= k4/2.3206 .....(28) 

Y al substituir (13) y (28) en (27): 



- Ect 
T= 10 	.....(29) En que: 	T = Transmitancia 

= Coeficiente de extinción 

c = Concentración de la 
molécula absorbente 

t = espesor del medio 
absorbente 

De (21): 	A = Iog10 (1/T) 

Al resolver para T: 

T = 10-A 
	.....(30) 

Substituyendo a (30) en (29): 

10-A = 10 - E ct 	..... (31) 

Resolviendo para A: 

A = £,ct 	.....(32) 

Siendo esta última expresión la Ley de Lambert-Becr, función 

fundamental de la colorimetrfa y en general de la espectrofotometrfa; la 

cual indica que la absorción por una molécula colorida de un haz de luz 

monocromático sigue una dependencia lineal con la concentreci6n de esta 

y el espesor del medio. El coeficiente de extinción es la constante de 

proporcionalidad, que es independiente de la concentración, paso del haz 

de luz e intensidad de la luz, y dependiente de la temperatura, disol 

vente, estructura molecular, y longitud de onda del hez de luz. Las 

unidades de épsilon (E) se determinan a partir de c y L; sí t es dada 

en centímetros y c en gramos sobre litro, 	tiene unidades de litro 

sobre gramo-centímetro y se llama coeficiente de extinción esp9,ffico, 

índice de ehsorb¥ncia, o absortividad, representandose como E lí cm o 

0 



A 1 	. Sí c se expresa en moles sobre litro 	tiene unidades de litros ' 1 cm 
sobre gramo-centímetro y es el coeficiente de cxtinci6n molar o absorti 

vided molar y. se representa como E o e. 

ANTECEDENTES DE LAS TECNICAS COLORIMETRICAS EN LA 

CUANTIFICACION DE CARDENOLIDOS 

La cuantificación colorimótrica de los tevet6s•idos cardiot6nicos 

se puede basar en las reacciones coloridas de le genina, que Frerejacque 

y de-Graeve en 1963 las clasifican en reacciones en medio ácido y en medio 

básico. 

Reacciones Coloridas en Medio Acido.- Estas reacciones son especffi. 

ces para el anillo estoroidal de la genina, siendo el principal reactivo 

cl ácido sulfúrico, como en: 

-La determinación cuantitativa=de digitonina en semillas de D. purpuree 

con ácido sulfúrico concentrado -realizada por Ellnain-1-lojteszek y col. 

en 1975. 

-La cuantificación de escilarinas en preparaciones y formas farmer 

ce6t,icas mediante la reacción de Lieberman por Kurkela en 1958. 

-La determinación de esciloglucósidos en plantas silvestres de 

U. maritima mediante la reacción de Lieberman-Burchard después de una 

separación por cromatografía en capa fina por Karawya y col, en 1973. 

-Y la determinación de escilarine con una variante de la reacción 

anterior por Dcqucker y Leuli en 1956, de la siguiente forma: 

...a 2 ml de la disolución acética de escilarina agregar 3 mi de 

anhídrido acético, 5 ml de ácido sulfúrico el 16;' en anhídrido acético, y 

después de 90 minutos determinar la ebsorb Mcia a 661-662 nan6metros. 

Rbacciones Colcfridas•én'I.Iedio Básico.- Estas son específicas para 

la lactona alfa-b1, insaturada (grupo carda). debido e que el metileno 

activo en dicho medio forma complejos de Meisenheimer en presencia de 

un compuesto nitroarometico según las investigaciones de Kover y col. 

publicadas en 1977. Entre los compuestos nitroaroeromaticos empleados 



•  en las reacciones con cardenólidos con objeto de efectuar determinaciones 

colorimétricas en estudios de diversa índole, se tienen los siguientes: 

-Acido pícrico 

-Meted i nitrobenceno 

-Acido 3,5 dinitrobenzoico 
-1,3,5 Trinitrobenceno 

-Acido 2,5 dinitrobenzoico 
-Acido 3,5 dinitrobencensulfónico 
-2,4 Dinitrodifenilsulfona 

-2,4 Dinitro-4' metildifenilsulfona 

-2,2',4,4' Tetranitrobifenilo 

Que a continuación se describen: 

Reacci6n con Acido Pícrico.- Baljet en 1918 describió la reacción 

de glucósidos cardiot6nicos con este, adicionando al material en fase 

sólida un volumen dado de una solución 1:1* de ácido pícrico al 5 -en 

etanol e hidr6xido de sodio al 10;x. Knudson y Dresbach en 1923 proponen 

usar una sóruci6n 95:5 de ácido pícrico al 1% e hidr6xido de sodio al 
1O, al cual se le denomina Reactivo Alcalino de Picreto, mismo que Ball 

y Krantz aplican en 1945, 1946,en una técnica cuantitativa para gluc6sidos 

digitálicos puros, mediante la absorbencia producida por estos en presen 

cia del Reactivo y que posteriormente le Farmacopea de los Estados Unidos 

XIV la adopta para cuantificar digitoxina y ouabaine tanto en materia 

prima como en formas farmaccúticas. 

* Todas las soluciones liquido-liquido son volumen a volumen, a 

menos que se indique otra cosa. 

* Todas las disoluciones liquido-sólido son peso a volumen, a menos 

que se indique otra cosa. 



Swoap en 1948 en un estudio comparativo entre el método biológico 

y el método químico; para determinar la potencia en 20 tinctures decolora 

das y 37 lotes de preparaciones purificadas de glucósidos digit.5licos, 

utilizó al Reactivo Alcalino de Picrato: 

...a 5  ml de la disolución etanólica del glucósido digitólico, 

agregar 5 ml del Reactivo Alc,ilino de Picrato, agitar, dejar reposar 

por espacio de 20 minutos y leer la absorbencia hasta antes de los 30 

minutos a 525 nanómetros. 

En ese mismo año Bell y Krantz indicaron que el uso de hidróxido 

de tetraetilamonio como alclinizante en la reacción de Baljet mejora 

la sensibilidad de la técnica en un 100% respecto de la que usa hidróxido 

de sodio en la cuantificación de digitoxina. Por lo que sugieren usar 

como reactives al ácido pícrico el 5% en metano) absoluto (a) e hidróxido 

de teraetilemonio al 10% (b): 

.., a 2 ml de la solución metanólica de digitoxina (aproximadamente 

20 mg%), adicionar 0.1 ml de (a), 2 ml de (b), agitar y determinar la 

absorbancia después de 10 minutos. 

Dentro de la misma publicación concluyen que las lecturas de absor.:::. 

banda se deben de efectuar a 525 nanómetros,.20 minutos después de 

adicionar a la disolución de digitoxina una disolución que contenga 1 g 

de ácido pícrico y 1 g de hidróxido de sodio en 100 ml de metano) al 

50%. Ellos mismos en 1949 indicaron en base a un estudio cuantitativo 

para la digitoxina y digitoxigenina, que en las técnicas reportadas por 

por ellos mismos en 1945 y 1948 dichos cardenólidos tienen una respuesta 
molecular (coeficiente de extinción molar) idéntica para ambas técnicas 

colorimétricas. 

Buffoni y Giotti en 1949 reportan que las curvas de estabilidad 
del mismo complejo para varios carden6lidos de diferentes geninas, 

presentan diferencias en la mayoría de ellas. 

Kennedy en 1950 mencionó que el procedimiento efectuado por Bell y 
Krantz en 1949, en que utilizan como alcalinizante hidróxido de tetraetil 



amonio puede ser utilizado para cuantificar otros glucósidos digitálicos; 

basandose en los estudios de estabilidad del complejo y obediencia a la 

ley de Lambert-Beer con digitoxina, digoxina, y lantósido C. El autor 

hace uso de un reactivo, que contiene 1 g de ácido pícrico en 50 ml de 
metanol, 20 ml de hidróxido de tetraetil.timoñ o, y agua suficiente para 

100 ml en el procedimiento siguiente: 

... a 10 ml de la disolución metanólica del digitélico, adicionar 
15 ml del reactivo anterior, agitar, reposar durante 30 minutos, y 

determinar la absorbancia a 495 nanómetros. 

Concluyendo que a 495 nanómetros la sensibilidad de la técnica es 

mayor que a 525 manómetros, y la respuesta molar no es la misma en los 

3 digitálicos. 

Newland en 1950 reporta la utilización del Reactivo Alcalino de 
P.icr.ato. para la cuantificaci6n de geninas provenientes de hojas de 

digitálicos mediante previa hidrólisis ácida, determinando a 492 manómetros; 
la absorbancia de la solución 30 minutos después de la adición del 

reactivo. 

Brindle y Rigby también en el mismo año, investigan la reacción de 

Galjet en tincturas digitálicas decoloradas dando la siguiente técnica: 

... a 12.5 ml de la disolución del digitálico, agregar 12.5 ml del 
Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, y determinar la absorbancia a 525 
nanómetros después de 1 hora. Donde el tiempo de lectura lo indican del 

estudio de la estabilidad del complejo. 

KBern en 1952 cuantifica tanto la digitoxina como su genina con 
previa separaci6n cromatogréfica en columna de ilumina: 

... a 5 ml de la solución del cardenól ido (5 mg a 10 mg), adicionar 
5 ml del Reactivo Alcalino de Picrato, agitar y medir la absorbancia a 

492 nanómetros entre 15 y 30 minutos. Mencionando que el método propuesto 
puede aplicarse a la determinación de digitoxina en tabletas, pero no 

así en tincturas digitálicas. 

En el mismo año Rowson examina la técnica usada por Bell y Krantz 



en 1948, argumentando que la longitud de onda elegida por estos autores 

(525 nan6metros) no es la adecuada para realizar la determinaci6n cuan 

titativa de digitoxina, ya que según el estudio sobre la ebsorci6n del 

complejo el espectro visible el máximo se localizó alrededor de los 495 

nan6metros, además de que el Reactivo Alcalino de Picrato produce color 

con el etanol el cual interfiere con la cuantificación del gluc6sido 

digit6lico; por lo que la cantidad de etanol tanto en el blanco como:en 

la solución a determinar la absrobancia debe de ser la misma. El autor 

por lo tanto da la siguiente técnico: 

... a 5 mI de dísoluci6n de digitoxina (2 mg% a 8 mg%) en etanol al 
50°x, adicionar 5 ml del Reactivo Alcalino de Picrato (recientemente pre 

parado), agitar, reposar durante 20 minutos, y determinar la absorbancia 

a 495 nan6metros, respecto de un blanco constituido por 5 ml de etanol 
al 50%, y 5 ml del Reactivo tratado de forma semejante. Determinando el 

tiempo de lectura en base al estudio de estabilidad del complejo. 
Eastland y col. en 1952 efectúan la evaluaci6n química de soluciones 

de gluc6sidos digitálicos usando el Reactivo Alcalino de Picrato: 

... a 5 ml de la disolución del gluc6sido digit5lico en etanol al 
70%, agregar 5 ml del Reactivo recientemente preparado, agitar, y detcr 

minar la absorbancia a 530 nan6metros después de 20 minutos. 
En 1955 Sellés y Fl6res, utilizando al Reactivo Alcalino de Picrato 

para cuantificar digitoxina; concluyen que la lectura de absorbancia 

debe de realizarse a los 30 minutós de adición del reactivo a 520 nan6 
metros 

En el mismo año la Farmacopea de los Estados Unidos XV reporta como 

métodí',oficial para cuantificar digitoxina u ouabaina tanto en materia 

prima como en formas farmaceúticas (mediante previa extracción), la 

siguiente tenica: 

... evaporar a sequedad un volumen equivalente a 200 Mg de digitoxina 
con ayuda de una corriente de aire y un baño María, humedecer el residuo 



con 0.5 ml de alcohol*, evaporar una vez más e se ducdad, enfriar, 

adicionar 5 ml de alcohol, reposar por 15 minutos agitando ocasionalmente 

agregar 3 ml de Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, proteger de la 

luz, y después de 5 minutos determinar la absrobancia de la soluci6n 

cada 2 minutos hasta obtener el valor máximo e 495 nan6metros, respecto 

de un blanco que contenga todo excepto digitoxina tratado de igual manera. 

En donde el Reactivo Al.caliho de Picrato- es preparado con 20 ml de ácido 

prerico al 1%, 10 ml de hidróxido de sodio al 5%, y agua suficiente para 

100 mi; siendo este estable por 2 días. 

Fuchs y col. en 1958 cuantificaran los gluc6sidos más importantes 
en extractos del digital, no sin antes realizar una separación por 

cromatograffa en papel; determinando la absorbencia de la soluci6n 

problema a 498 nan6metros 20 minutos después de la adición del Reactivo 

Alcalino de Picrsto. 

En 1960 la Farmacopea de los Estados Unidos, da un método semejante 

al de su antecesora para la cuantificación de los carden6lidos indicados, 

excepto que la lectura de absorción del complejo se efectúa a los 16 

minutos de reposo a 25 + 3° C. 
la Farmacopea Británica de 1963 proporciona un método para cuanti 

ficar digitoxina:en tabletas, previa separación por cromatograffa en 

columna: 

... a 5 ml de digitoxina (0.004%) en alcohol, adicionar 3 ml del 
Reactivo Alcalino de Picrato recientemente preparado, en un lugar cubierto 

de la luz, agitar, dejar reposar entre 22° y 28° C por 60 minutos, y 

medir la absorbencia a 495 rcan6metros--respecto de un blanco que contenga 

5 ml de alcohol y 3 ml del reactivo tratado de manera semejante. En esta 

el Reactivo Alcalino de Picrato es el mismo que utiliza le Farmacopea 

de los Estados Unidos XV. 

* Si no se indica otra cosa, el alcohol es etanol al 96%. 



La Farmacopea Oficial de le Repáblice Italiana de 1965 menciono 

la siguiente técnica para cuantificar digitoxina: 

... a 5 ml de la disolución etan6lica de digitoxina (4 mg%), adicionar 
3 mi de le solución alcalina de picrato sódico, agitar, dejar reposar 

en un lugar obscuro entre 22°  y 28° C, y después de 16 minutos leer le 

absorbencia a 495 nan6metros frente a un blanco que contenga todo excepto 

digitoxina, sometido al mismo procedimiento. Donde la solución alcalina 

de picrato sódico es una combinación de 30 ml de disolución de ácido 

pícrico el 0.66%, 6 ml de disolución de hidróxido de sodio al 8%, y 

suficiente- agua hasta 100 mi; indicando que debe de ser utilizado entre 

las 2 horas después de su preparación. 

También reporta el uso de disolución de ácido pfcrico al 3% (a), e 

hidróxido de sodio al 1% (b), para cuantificar ouabaina en preparaciones 

inyectables: 

... a un volumen equivalente o cercano a 0.5 mg de ouabaina, si -es 
necesario acompletar a 2 ml con agua; agregar 10 ml de alcohol, 5 mide 

(a), 5 ml de (b), agitar, y determinar la absorbencia de la solución a 

491 nanómetros entre los 5 y 10 minutos respecto;.de._un-bJ.anco:de2.:ml:.de 

agua sometidos el mismo proceso. 

Ting y Lou en 1966, en base a los estudios sobre la cuantificación de 

glucósidos cerdiotónicos en tincturas de  Periploca sepium  con una solución 

9 : 1 de ácido pícrico al 1%, e hidróxido de sodio al 10%, reportan que 

el máximo de absorción de la solución resultante ocurre a 505 nanómetros, 

y el color es más intenso y más estable entre los 40 minutos y 80 minutos, 

pero la función absorbancie-concentración del glucósido no sigue estricta' 

mente la Ley de Beer. 

La Farmacopea Europea de 1969 indica la preparación del Reactivo 

Alcalino de Picrato de la manera siguiente: disolver 0.25 g de carbonóto 

de litio junto com 0.5 g de ácido pícrico en 80 ml de agua caliente, 

enfriar, y llevar con agua a 100 mi; el que es utilizado para la cuan 

tificación de digitoxina: 



... a 5 ml de disolución de digitoxina (40 Mg/ml) en etanol al 90 

adicionar 3 ml del Reactivo Alcalino de If_ierato, agitar, dejar reposar 

por 30 minutos protegiendo de la luz, y medir la absorbancia a 495 

nan6metros a 20° + 1° C, en referencia de 5 ml de etanol tratado de forma 

igual. 

La Farmacopea Húngara de 1970, da le siguiente técnica cuantitativa 

para digitoxine: 

... a 2 ml de disolución de digitoxina (10 mg%0 en metanol, agregar 

8 ml de metano!, 10 ml de solución de picrato de sodio, agitar, reposar 

en un lugar obscuro por 30 minutos, y determinar la.absorbencia de la 

solución contra una combinación de 10 ml de metanol y 10 ml de solución 

de picrato de sodio a 495 nanómetros. La solución de picrato de sodio 

se prepara al momento de usarse con 1 g de ácido pícrico en 50 ml de 

metano(, 5 ml de disolución de hidróxido de sodio di 10%, y agua hasta 

100 ml. 

Kazarinov y col. en 1971, determinan convelatoxina usando solución de 

picrato de sodio, la cual es preparada con 0.9 g de ácido pícrico, 5 mi 

de disolución de hidróxido de sodio el 10%, y aforo con agua a 100 mI, 

utilizandole en la siguiente técnica: 

... a 2 ml de disolución metan6lica de Convalatoxina (20 mg ),:.agregar 

3 ml de metano¡, 5 ml de solución de picrato de sodio, y determinar la 

absorbencia 15 minutos después, con un filtro verde-azúl (longitud de onda 

máxima = 490 nanómetros). 

La Farmacopea Helvética de 1971 usa una combinacion.de 7 ml de 

hidróxido de sodio al 7,5 con 93 ml de ácido pícrico al 1;', denominada 

solución alcalina de picrato, la que es preparada en el momento de su 

uso en la cuantificación de digitoxina; 

... a 5 ml de disolución metenólicc de digitoxina (5 mg'), adicionar 

5 mi de solución alcalina de picrato, agitar, reposar por 25 minutos a 

20 + 1° C, y determinar la absorbancia de le solución a 490 nen6metros 
respecto de una solución con 5 ml de metonol y 5 ml de la solución alcalina 



preparada el mismo tiempo que la soluci6n a examinar. 

Karawya y col. en 1973. reportan que lo sensibilidad del Reactivo de 

Galjet, asf como ic estabilidad del complejo es influenciada por el 

contenido de hidróxido de sodio en cl mismo, durante un estudio cuanti 

tativo de olenndrina y adincrina cm ?:erium Olcander. 

La Farmacopea Británica de 1973, sigue utilizando el mismo reactivo 

que menciona la Farmacopea de los Estados Unidos XV, para la cuantificación 

de digitoxina: 

... en un lugar obscuro, a 5 ml de disoluci6n alcoholice de digitoxina 
(4 mg), adicionar 3m1 del reactivo recientemente preparado, agitar, 

reposar durante 6 minutos entre 22° y 28° C, y determinar la absorbencia 

de la soluci6n resultante a 495 nan6netros, respecto de un blanco con 5 

ml de alcohol y 3 ml dei reactivo sometido el mismo procedimiento. Esta 

t6cnica es usada pera cuantificar digitoxina en tabletas previa separación 

por.'.oromatograf fa en columna. 

Tanto la Farmacopea_ de los Esteos Unidos XIX, XX, como Ie Farmacopea 

Nacional de los Estados Unidos Mexicanos 4a., dan la siguiente t6cnica 

para cuantificar digitoxina en materia prima y en forma Farmaceütica,(to 

blctas): 

... evaporar a sequedad 5 mi de una disolución de digitoxine (40 Mg: 
/ml) en alcohol, con ayuda de un baño de agua y una corriente de aire, 

humedecer el residuo con 0.5 ml de alcohol, evaporar nuevamente e sequedad, 

enfriar, adicionar 5 mi de alcohol, reposar por 15 minutos a 25 + 3° C 

agitando ocasionalmente. En un lugar protegido de la luz agregar 3 ml del 

Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, reposar durante Q minutos a 25 + 

3° C, y determinar la absorbencia a 495 nenómetros en intervalos de 

minutos hasta obtener el valor m.;ximo, contra un blanco que contenga 

todo excepto digitoxina sometido el mismo proceso. Ronde el Reactivo 

Alcalino de Picrato es una solución con 20 mi de disolución de ácido 

pícrico al 1, 10 ml de disolución de hidróxido de sodio el 5, y agua 

hasta 100 mi, siendo viable durante 2 días después de su preparación. 



Machova y Sovova nn 1979 determinaron el contenido total de car 
denólidos en Coronilla varia utilizando una solución con 95 ml de 

disolución de ácido pícrico al 1Z con 5.m1 de disolución de hidróxido 

de sodio al 20%, incubando la solución problema con el reactivo a 700  C 
y pH de 11.9 por 30 minutos y determinando la absorbancia a 490 nan6metros. 

Entre otras publicaciones en que utilizan al ácido pícrico con fines 

cuantitativos se encuentran: 

-La modificación a la reacción original de BaIjet con objeto de_..... 

cuantificar glucósidos digítálicos y sus preparaciones por Abrams y Dunn 

en 1950. 
-La determinación del contenido de glucósidos cardiacos en muestras 

de Digitalis purpurea provenientes de cultivos hidropónicos para evaluar 

el efecto de la estación anual, edad de la planta, y temperatura ambiental 

por Tsao y Youngken en 1952. 
-La evaluación de digitólicos en D. purpurea con objeto de comparar 

tanto el método biológico como el método químico por Rowson y Dyer en 

1952. 

-La cuantificación de agluconas tanto libres como combinadas en 

hojas del digital, efectuada antes y después de la hidrólisis enzimótica 

endógene para determinar el porcentaje de glucósidos primarios, secunda 

ríos, y agluconas por Tattje y Van Os en 1953. 

-La evaluación de digitoxina en tabletas y muestras purificadas 

con el fin de comparar el método colorimétrico reportado en la Farmacopea 

de los Estados Unidos XIV, respecto del método biológico (en pichones) 

reportado por la Farmacopea de los Estados Unidos XIII, por Braun y 

Lusky en 1954. 

-La determinación del contenido de glucósidos cardiacos en extractos 

percolador de hojas secas de D. Iutca y D. j . purca con el fin de comparar 

2 métodos de secado por Cosgrove y Guth en 154. 

-La cuantificación de gluc6 idos carditónicos en preparaciones 



farmacciticas (ampulas, soluciones, y supositorio,) por Kurkcle en 1958. 

-La determinación fotomótrica de gluc6sidos ccrdiccos en extractos 

acuosos de Adonis vern,-lis sometidos a almacenamiento y cclent-miento 

por Tarasova en 1962. 

-La microdeterminación de k-estrofantinc, g-estrofentina, y digitox 

¡no por Brockclt en 1963. 

-La determinación de lanatósi-do C en hojas de D. laneta por Boichinov 

y col, en 1964. 

-La cuantificación de cardenólidos a partir de tincturas preparadas 

de 8 muestras de digitálicos para comparar 3 métodos de cuantificación 

por El-Keiy y col. en 1965. 

-La cuantificación de k-cstrofantina previa separación por crome 

tograffa en capa fina por Corona y 2aiten en 1965. 

-La cuantificación de convalatoxina en tabletas por Zharkova y col. 

en.1967. 

-La determinación de convalatoxina en hojas de C, trancaucasica, 

C. keisekY, y C. majalis por Ka_arinov y col, en 1969. 

-El contenido de glucósidos cardit6nicos en hojas, flores, tallo, y 

cáscara del tallo en N. oleander por Karatiya y col, en 1970. 

-La estimación de convalatoxina en hojas de C. maic lis, C. orientalis, 

C. transcaucasica, además de la estimación de digitoxina y gitoxina 

antes y despuós de hidrólisis enzimótica en , purpurea por Dzyuba y•col. 

en 1972. 

-Le determinación de crdenólidos en D. purpurea y D. Innata por 

Kartnig y Dauhofer-Noehammer en 1972. 

-La cuantificación de lanatósido C en preparaciones, no sin antes 

separar por cromatografía en capa Fina por Karamalakova en 1974. 

-l_n determinación de acovenósido A, acovenósido C, y ouaba inc en 

diferentes órganos de A. spectabilis por Karawya y col. en 1974. 



Reacción con Metadinitrobenceno.- Marthoud en 1935 y Naymond.-en 

1938 y 1939, son los primeros en estudiar este compuesto en soluciones 

alcalinas fuertes. La Farmacopea de los Estados Unidos XIV y XV reportan 

una técnica cuantitativa para digoxina utilizando este compuesto, Ia.que 

es usada por Canab¥ck en 1950 para estimar digitoxina y otros cerdenólidos. 

Esta técnica presentaba problemas de reproducibilidad debido a la poca 

estabilidad del complejo formado, por lo que Rouson en 1952 propone seguir 

la absorbencia del complejo a 620 nanómetros registrando las lecturas en 

intervalos de 30 segundos para después realizar una extrapolación en 

papel semilogarftmico de la lectura de absorción cuando el tiempo es igual 

con cero, encontrando reproducibilidad en la cuantificación de una misma 

solución de digitoxina. 

Tanto en le Farmacopea de los Estados Unidos XIV como la XV usan una 

disolución de metadinitrobenceno al 1% en alcohol recientemente preparada 

(a), y disolución de hidróxido de sodio 1 N diluida 1 a 5* (b): 

... aforar a 50 ml una cantidad equivalente de 20 mg de digoxina con 

alcohol del 80%, a 10 ml de este adicionar 4 ml de ácido acético glacial 

dilucido 1 a 2, y aforar con alcohol del 80% a 100 ml, trensferir 5 n1 de 

esta solución a un tubo de un colorímetro, agregar 5 ml de (a), agitar, 

incubar entre 0° y 2° C, adicionar lentamente 2 mi de (b) anotando el 

tiempo de adición, y exactamente 5 minutos después leer le absorbencia 

de la solución a 620 nar6metros respecto de un blanco de 5 ml de alcohol 

tratado de igual manera. 

Banes en 1954 indica que a 0° C bajo las condiciones anteriores que 

la mbxima absorbencia se alcanza en menos de 5 minutos y el color  

desaparece rápidamente, a temperaturas mayores la destrucción del complejo 

se acelera, por lo que es dificil obtener reproducibilidad en le absor 

*Las diluciones son volumen e volumen y si no se indica otra 

cosa, son en agua. 



	

hc nc¡as de al (cuotas de une m¡srrc so !u: i 6 	trc.+ ,d,..- de 	,.ncr.: icl nt ¡cc, 

or lo que el mismo autor cn el mismo a o y junto con Carol en 1953, en 

„ los estudios eFc tuc:dos por ;I¥•¥sa 1 y L ippmc.n pub  ic,.clo3 en 1'53 

',hre la utilización de soluciones básicos débiles en la estabilidad de 

los complejos resultantes de varios cardenólidos con metadinitrobenceno 

de una técnica cuantitativa para determinar d i gox i no en inyecciones 

y tabletas no sin antes extraer con cloroformo, utilizando el siguiente 

reactivo: disolver 1.6 g de metadinitrobenceno en 80 ml de alcohol caliente 

, agregar 1 ml de hidróxido de tetrametilomonio al 10`' e la solución 

fria, y aforar a 100 ml con etanol. Este lo usa en la siguiente técnica: 

... transferir 5 ml de una solución etanólica de digoxina (50 Mg/ml) 

a un tubo de ensaye que contenga viruta de carburo de silic6n, evaporar 

a baño Marfa, enfriar en un desecador al vacio por 30 minutos, agregar 

4 ml del reactivo recientemente preparado, reposar a temperatura arnbiente 

por 15 minutos, y determinar la absorbencia a 615 nanómetros hasta obtener 

el valor máximo de lectura. 

Y dan (Sanos y Carol) una tócnica cuantitativa para determinar 

digitoxina en tabletas previa separación por cromctograffa de partición, 

utilizando los siguientes reactivos; metadininitrobenceno el 2;,< en etanol 

(a), e hidróxido de sodio al 1; en etanol del 90;..: 

... a 2m1 de una disolución etanólica de digitoxina (200 Ilg/ml), 

adicionar 1 ml de.(a), 1 ml de (b), agitar, y determinar la absorbencia 

a 560 nanómetros en intervalos de 2 minutos hasta obtener el valor móx•imo. 

de lectura respecto de un blanco de alcohol trotado de manera idéntica. 

En ambos casos e1 (los) autor (es) .ir.jumcnt. (n) repproduc i b i i i ded de lo 

tócn i cr.. 

A partir de est -1s rub l uccc i or os se generaliza el uso de soluciones 

básicas d6bi les con objeto de esL,-'bi l i'r cl complejo del eurdcnó1 ido con 

meted i 11 itrobencclflo. Cowo por f`j l:Iilp I u 1. f6en 1 "a ,uc r-porl;u I. I crmr' aopca  

de 	los t_.^>rado 	LInidoni XVI 	en I 	u,_r 11 1 	_i6ll da tl1 U`1f10 con `I 

ref`cf i''o s i jti i r'i.f c; a 1 ¡al de {1 1 ,11'6: 	u d.._ ¥: ¥ i ru¥'i: l l :n'"n l o c i 1 ' , c c)r(`ar 

1:10 lu 1 de ,1 1 callo 1 deIi i ,`,I' 	!,,, 	1 ¡' • 1 e sir 	por :: i 6n cla 	' . 	cl 1 uc i 6n 



con ácido clorhídrico 0.01 N, ajustar a unc concentración de 0.008 N de 

lo base por dilución con alcohol dehidratodo si es necesario, e 

inmec!iatamentc antes de su uso, combinar 40 mI de esta solución con 60 m 

de disolución al 5,'- de metadinitrobenceno en benceno. Esta reactivo es 

usado en el proceso que sigue: 

... disolver 25 mg de digoxina en 50 ml de alcohol caliente, enfriar 

y aforer a 100 mi con alcohol, agitar, diluir 10 ml de esta disolución 

a 100 ml con alcohol, transferir 5 ml de la solución anterior a un tubo 

de ensaye de fondo cónico, evaporar a bcño ',aria hasta sequedad con 

ayuda de una corriente de aire, enfriar el residuo en un desecador durante 

15 minutos, adicionar 15 ml del reactivo, dejar reposar por 15 minutos a 

una temperatura que no exceda de los 30°  C, y determinar la absorbencia 

de la solución a 620 nanómetros en intervalos de 1 minuto hasta obtener 

el máximo de lectura respecto de 5 ml del reactivo. Este técnica también 

es usada en combinación con técnicas de separación para la estimación de 

digoxina en inyecciones y tabletas. 

La técnica anterior ha sido usada como método oficial para la 

determinación de digoxina en formas farmaceúticas y en materia prima 

con modificaciones mínimas, como por ejemplo: el uso de hidróxido de 

tetraetilamonio al 25 peso a peso en lugar del 10% en la preparación dei 

reactivo que indica lar Farmacopea Oficial de la República Italiana de 1965 

la cantidad del volumen de base que es de 4 ml en ves de 1 mi, también 

en la preparación del reactivo en la Farmacopea de los Estados Unidos 

XIX y XX. 

Entre otros trabajos donde es utilizado el metadinitrobenceno se 

encuentro: 

-La microtécnica cuantitativa para corden6lidos poe Grocicelt en 1963. 

-La determinación cuantitctiva de g-estrofantina en sangre, plasmo, 

y músculo (lengua) por Reitncuer en 1980. 



1-N CÍ eC i 6n con Ac i do 3,5 J i n i tl`obcnco i co. - ;; . ci.lc cn 1 ^.j7 ti , el ;ter ¡mero 
en usar el reactivo al 2;.*. en etanol (a) , usando corno b¿ac hidróxido de 

sodio 1 M (b), para la estimación de tincturas decoloradas de dlgi!l icos 

por el siguiente procedimiento: 

... o 5 ml de la tinctura digitfil ica diluida, agresor 5 ml de (a), 
9 ml de etanol, 2 ml de (b), aforar o 25 ml con agua, agitar, dejar 

reposar durante 1 hora a 200 C, y determinar la absorbancia a 530 nanómetros 

respecto de una dilución de la tincture digitclica. 

Rowson en 1952 indica que le elección del blanco que utilizó Kcdde 

no es el adecuado debido a que el ácido 3,5 dinitrobenzoico en medio 

básico da color, el cual interfiere con la lectura. Por lo que el autor 

investiga la técnica: 

... a un volumen de una disolución de digitoxina que contenga de 0.1 

a 0.8 mg de etanol del 50%, agregar 2 ml de ácido 3,5 dinitrobenzoico al 

2;t (en etanol del 50), 9 ml de etanol, 1 ml de hidróxido de sodio 1 N, 

agitar, y seguir la absorbancia de 1c solución a 530 nanómetros, hasta 

75 minutos, en referencia de una solución tratada de igual manera, 

conteniendo todo lo anterior excepto digitoxina. 

El autor observó que la obsorbancia se incrementaba en los primeros 

6 minutos permaneciendo constante durante 12 minutos para después disminuir 

hasta el tiempo en que duro la experiencia. Experimentos posteriores del 

espectro de absorción indican que el máximo de absorción del complejo se 

encuentra alrededor de los 535 nanómetros. 

Pratt en 1952 reportó un diseno de una técnica colorimétrica para 

estimar digitoxina en tabletas, niedicnte previa extracción con etanol, 

utilizando óc i clo 3,5 d i n i ;r•obenzo i co al 1% en etanol (a) , y como base 
hidróxido de benciltrimetilemonio al 40;' (b): 

... a 3 ml de una disolución ctanó l i cc de digitoxina  (15 ;g/ml), 
odie¡oncr 15 ml de etanol dei 'i7, 2 ml de (o), 2 ml de (b), arit,.r, y 

dcternl i nar` la ab or'bi:nC l a : 550 nan6mi X1'o .; .1.::^ i C Oh' en 	e I r.: 	i r0 d 
e.-tur,. respecto de un ID1 	uu cur¥t& nj.. todo a'. : pt:o :'i Ui úox in.;. 



Langejan y Pinxteren cn 1953 determinan el contenido de agtucones 

en polvos de hojas de digitálicos mediante previos métodos de extracción 

uscndo los siguiente_, reactivos: disolución ctanólicoa al 2,`' de ácido 3,5 

dinitrobcn_oico (c), ; ;o1ución de hidróxido de sodio 1 N (b): 

... a 5 ml de la solución del digitá1ico, agregar 5 ml de (a), 9 ml 
de etanol, enfriar a 15° C, agregar 2 mi de (b), aforar con agua a 25 ml, 
agitar, reposar en baño de agua de 20° C por 10 minutos, y determinar la 

ebsorbancia a 550 nanómctros. 
Tattje en 1957 aplica los siguientes reactivos: ácido 3,5 dinitro 

benzoico al 25 en etanol (a), e hidróxido de sodio 1.5 N (b), para 

cuantificar digitoxina: 

... a 4 ml de la disolución etanólica de digitoxina, agregar 5 ml 

de (a), 1 mi de (b), agitar, y después de 4 minutos medir la absorbancia 

a 540 nanómetros entre 15°  y25°  C. 
Ilarkis y Rigby en 1958 aplican al residuo de glucósidos cardiotónicos 

aislados de una separación cromatogrófica de D.  purpurea  estos reactivos, 

ácido 3,5 dinitrobenzoico al 2 en etanol (a), e hidróxido de sodio 1 N 

(b): 

... al residuo del glucósido, agregar 2 ml de agua destilada, 5 ml 
de etanol, 2 ml de (a), agitar, adicionar 1 ml de (b), filtrar la solución, 

y determinar la absorbancia a 535 nanómctros en intervalos de 1 minuto 
hasta obtener el máximo de lectura. 

Jiracok y Ponert en 1966 determinan el contenido total de esteroides 

cardiotónicos en extractos acuosos metenólicos de hojas frescas de C. 

ma_iolis  haciendo uso del ácido 3,5 dinitrobenzoico al 2;? en metanos (a), 

e hidróxido de sodio 2 N (b): 

... a 10 ml del extracto acuoso metanólico, adicionar 0.5 ml de (a), 

0.5 ml de (b), agitar, y leer la absorbancia después de 7 minutos a 540 
nanórr►etros. 

También en 19+;6 T i ng y Lou, utilizaron un reactivo constituido de una 

combinación 1:1 de ácido 3,5 dinitrobenzoico al 2 en metanos, e hidróxido 



de potes i o 1 Ii, pera evaluar el contenido de I u6' idos cerd i ot6n i cos cn 

tinctur.-rs decoloradas provenientes de divcrscs partes de P. serium: 

... e 5 mi de le tincture d.ic¥it5!ica decolorad;, dicion.:r 5 mi del 

reactivo recientemente preparado, editar, y determinar le .ibscrhencic e 

530 ne,n6metros entre los 4 y 12 minutos. 

lleuscr y col. en 1968, cfect6an 1ü eveluación química de digitoxine 

en D. purnuree y D. tanate, utilizando 5c ido 3,5 d i n itroben:o ico al 2 

en etanol (a), e hidróxido de sodio 2 "! (b): 

... adicionar e 6 ml de le solución problema en etanol, ? ml irás 

de etanol, 5 ml de (a), 2 ml de (h), agitcr, dejar reposar a 20° C, y 

entes de 11 minutos medir la absorbencic de le solución e 530 n.nómetros. 

entre otras publicaciones en que Hacen uso del ácido 3,5 dinitro 

benzoico se pueden mencionar: 

-Le cuün;: i i cec i 6n de c)e_n i nas tanto libres corno combinadas de 

digitálicos por Lcngejan en 1951. 

-La determinación de le potencia de tirrcturas decoloradas provenientes 

de 16 muestras de D. purpuree por Rowson y Dycr en 1952. 

-Un estudio sobre le hidrólisis encim¥tice endógcnc en hojas de 

D. pur puree por Rowson y Simic en 1956. 

-Le cuantificación de glucósidos primarios e partir de extractos 

clorofórmicos evaporados, aislados mediante previa asepercción por crometo 

grc f f a en columna por Bclitt y cal. cm 19:1. 

-Le cucntificeci6n crometo-colorimétrice de clucósidos de D. purpuree 

por Balear en 1961. 

-La microdctcrminaci6n colorim6tricc de cerder61idos por Groc!:clt 

en 193. 

-Un estudio extractivo de cstrofanLinc y hclvctcc6sido e partir de 

semillas de Erys i um cern i o l i cum por l:obr.r-Srt i d cm 19(6. 

-La estabilidad de soluciones inyectables de Ic-cstrorentinc-bct, 

por Lutoms!cy en 

-Le cuent ¡fi ceci6n de ccrdenólidos y us metabolitos en material 



biológico (sangre, orina, músculo, y bilis) por Pfordte y Focrstcr en 1970. 
-El estudio comparativo del contenido de digitoxina en 9 especies 

del género Digitalis por Fuchs y col. en 1951. 
-El análisis cuantitativo en extractos etanólicos en partes secas 

de A. distorta por Manna y col. en 1978. 

Reacción con 1,3,5 Trinitrobenceno.- Kimura en 1951 utiliza al com 
puesto al 0.04% en metano) (a) junto con hidróxido de potasio 1 N (b), para 

cuantificar ya sea digitoxina, ouabaina•.o estrofantina: 

... a 4 ml de la solución problema (concentración menor de 10 mg%) 
agregar 0.5 ml de (a), 0.5 ml de (b), agitar, reposar por 35 minutos y 
determinar la absorbencia a 550 nan6metros. 

Reacción con Acido 2,5 Dinitrobenzoico.- Alesnard y Laforgue en 1953, 
hacen uso del reactivo al 1% en metano) (a), basificando el medio con 

hidróxido de sodio al 405 (b), para detectar digitoxina, digoxina, gitoxina, 

oleandrina, ouabaina o las respectivas geninas de la manera siguiente: 

... a 4 ml de la solución metan6lica del cardenólido, adicionar 1 ml 
de-(a), 7 ml de agua, 2 ml de (b), y agitar... 

La que Fursov en 1961 la utiliza para cuantificar erimisina, cimarina, 

y, ;leandrina en formas farmaceúticas midiendo la absorbancia de la solución 

•resultante a 449 nan6metros. 

Reacción cor, Acido 3,5 Dinitrobencensulfónico.- Aketsuka en 1958 
empleó una disolución al 2% de la sal pot6sica (a) y como base hidróxido 

de potasio al 5% (b), para determinar cuantitativamente digitoxina, estro 

fantina, y ouabaina respectivamente: 

... a 4 ml de la solución del cardiotónico (concentración menor de 
10 mg%) agregar 0.5 ml de (a), 0.5 ml de (b), agitar, reposar por 10 mi 

nutos a temperatura ambiente, y medir la absorbancia a 530 nan6metros. 



Reacción con 2,4 Dinitrodifenilsulfona.- Tattje en 1958 propone la 

utilización del compuesto en la determinación de digitálicos en tincturas, 

debido a que las digitoflavonas presentes en estas dan lugar en medio 

básico a una alta absorbencia alrededor de los 500 nanómetros e inter 

fieren el efectuar las lecturas de intensidad de color. 

Según los estudios de concnetración de 2,4 dinitrodifenilsulfona, 

concentración de hidróxido de sodio, variaciones en el blanco, estabilidad-

del reactivo, influencia de la temperatúra, y contenido de agua, con 

soluciones etanólicas de digitoxina; Tattje determinó la concentración del 

compuesto nitroaromatico en 0.075 en etanol (a), y le concentración de 

hidróxido de sodio en 1.5 N (b); para utilizarse en la determinación 

cuantitativa siguiente: 

... al glucósido o agiucona disuelto(a) en 4 ml de etanol libre de 
aldehido, agregar 5  ml de (a), 1 ml de (b), agitar, y después de un tiempo 

determinar la absorbancia de la solución a 600 nanómetros respecto de un 

blanco preparado con todo excepto cl cardenólido problema, tratado de 

manera semejante. En donde el tiempo de lectura (desarrollo de máxima 

absorbencia) depende del glucósido o geninc a cu ntificar en base a sus 

observaciones realizadas con digitoxina, gitoxina y sus respectivas geninas 

y anhidroderivados. 

Genkina y Abubakirov en 1963 reportan la estimación de gluc6sidos 

cardiotónicos (estrofantindina, erimisina, erisimósido, cimarina, y k-es 

trofantina-beta) con 2,4 dinitrodifenilsulfona al 0.075 en alcohol (a), 

e hidróxido de sodio 1.5 N (b): 

... d•isolver de 2.5 a 3.5 mi de glucósido cardiotónico en 50 ml de 
etanol libre de aldehido, a 1 ml de la solución anterior agregar 1.25 ml 

de (a), 0.5 mi de (b), agitar y determinar la absorbancia después de 5 
minutos a 595 nanómetros respecto de un blanco de 2.5 ml de (a), 2 ml 
de alcohol, y 0.5 mi de (b) sujetos al mismo procedimiento. 

Vlasenko en 1969, utilizó la cromatograffa en papel para separar la 

estrofantina de los pigmentos de origen animal, para después cuantificarla 

con 2,4 dinitrodifenilsulfona en alcohol el 0.075; (a) e hidróxido de 



sodio 1.5 N (b): 

... a 2 ml de la solución de cstrofantina, adicionar 2.5 ml de (a), 
0.5 ml de (b), agitar, reposar durante 5 minutos y determinar cerca de 

los 600 nanómetros. 

Entre otras publicaciones donde citan el uso de la 2,4 dinitrodifenil• 

sulfona con objeto de cuantificar cardenólidos se encuentra: 

-La determinación cromato-colorimótrica de k-estrofantina-beta, apo 

bi6sido, y cimarina por Genkina en 1972. 
-La cuantificación de digitoxina, digoxina, y lanat6sido C en 

extractos de hígado de cadaveres por Vlasenko en 1977. 

-La evaluación del efecto de irradiación al ultravioleta en abicina 

y celanida por Popov y col. en 1977 y en erim6sido y olitorósdío por 
blavlyanova en 1978. 

-La determinación de crimisina en preparaciones, ámpulas, y material 

biológico (hígado, riñones, sangre, y orina) por I:'.ikhno y Kramerenko en 

1978. 
-La dctrminaci6n de olitorósido en tejidos y liquidos de cadaveres 

frescos (hígado, ribon, sangre, y orina) por ikhno y Postrigar. en 1979. 

-La cauntificaci6n de digoxina en orina por Vlasenko en 1980. 

Reacción con 2,4 Dinitro-4'metildifenilsulfonn.- Genkina y Abubakirov 

en 1963 detrminan glucósidos cardiotónicos o agluconas del grupo de la 

estrofantina con este compuesto nitroaromatico al 0.06 en alcohol (a) e 

hidróxido de sodio 0.15 N (b): 

... a 1 ml de la solución etanólica del glucósido o aglucona (5 a 7 
agregar 1.25 ml de (o), 0.5 ml de (b), .agitar, reposar por 5 ninutos 

a 20° C y determinar lo obsorbancia a 595 manómetros frente a su blanco 

respectivo. 

Reacción con 2,2',4,4' Tetranitrobifcnilo.- ;nbitzsch y Tar..bor cm 

1967 mencionan que varios procedimientos color i métr i cos. usados paro l e. 



cuí.inti iceci6n do c.:rJcnól réUs presenten desventújos en su uso, por lo 

que proponen le utili_e.eión de este receti'e (,nteriormcntc empIcedo en 

reacciones de identii iceción) el 0.5, en etanol (a¡ e !iiuróxido etc sodio 

0.1 P: (M) en el proLcdimicnto siguiente: 

... o 4 ml de la solución del cerden6l ido (0.0125 c 4..25 mg), 
agregar 	ril de (u), 1 ml de (h), reposer en obscur idc.d total a 20° C  

durante 30 m i nulos y determ i no r le úbsorbanc i e o 620 nen6rmetros centre 

un blanco que contengo todo excepto el ccrdenó l ido sujeto el mismo pro 

ccdimiento. 

Posteriormente en 19G9 ^nb i t=scli y col., coinb i non le técnica enter i or 

ajustando un volumen final de 5 ml y var i e ndo únicamente le concentrec i bn 

de l a base e 0.15 N, con cromatogref fa en cepo fina o en pape: 1 ;yero 

determinar digitoxine e indican que le exposición a le lu: por parte de 

les soluciones de gitoxine y g-estrofantino después de la edición de los 

rcectivos disminuye su coeficiente de cbsorción molar. 

Genkine y L•idier en 1974 deterir.inan las concentraciones óptimas de! 

2,2',4,4'  tctrenitrobifeni!o y de l.L base (hidróxido de potasio) cm 0.15, 

y 0.13 "! respectivamente, en bese r. sus estudios reo.1izoodos con c,Iucósidos 

cerdiot6nicos del grupo de la entrofantine. 

Entre otras publicaciones donde es utilizcdo ente compuesto nitro 

crometico se encuentran: 

_I reporte de un método y sus limitaciones pare efectuar micro 

determinccioncs cucr.titetivas de cerdenólidos y sus metebolitos en material 

biológico por "Fordtc y Focrestcr en 1970. 

-La cucntificcción previo extrecci6n y separación de los corden6lidos 

!:-cstrofentinc y cimerinc por Gcnkinc y col. en 1972. 

-El reporte de un método espectrofotométrico para determinar digi 

toxina, d i gox i no, y l onct6s ido C en h f godo de codevcres por ;' l escn!co en 

1977• 

-La determinación cuentitotivc de digoxino en orino por Vloscn!co en 

1980. 



ANTECEDENTES DEL SISTEMA EN REACCION EN LA CUANTIFICACION 

DE CARDENOLIDOS EN MEDIO BÁSICO 

Los componentes del sistema de reacción expuestos anteriormente se 

les enlista del modo siguiente: 

-Disolvente 

-Base 

-Cardcnólido 

-Compuesto nitroaromatico 

Si se mantiene sin variar el disolvente las interacciones de impor 

taneia y que influyen en la formación del complejo colorido son: 

e) Interacción Cardenólido-Base 

b) Interacción Cardenólido-Compuesto Nitroaromatico 

c) Interacción Compuesto N it-"oaromat i co-Base 

Las que se describirán a continuación: 

a) Interacción Carden6lido-Base.- La interacción de cardenólido con 

base conduce a productos de isomerización y de hidrólisis. En 1941 Paist 

y col. publican en base a la síntesis de un modelo constituido de una 

estructura alfa-beta insaturada, el beta ciclohexil Q
h 
'-buten6lido (12) 

el que es utilizado como un análogo de la estrofantindina, información 

acerca de su hidrólisis en medio básico, indicando que el análogo (12) al 

ser expuesto a una solución de hidróxido de sodio en etanol al 50.', sufre 

un proceso de hidrólisis para dar lugar al hidroxi¥5cido insaturado (13) 

más el ácido aldehidico (15), el que también es formado por la acción de 

hidróxido de potasio en metano) absoluto. Postulan también que la trans 

formación de (12) a (15) puede ser mediante la isomerizaci6n a la ¥P 

lactona e hidrólisis de esta. 
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/ 	 N+OVETOH so, 	 13 
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.'demás interpreta la transformación de la estrofantindina (16) a 

isoestrofantindina (18) por la migración del doble enlace a la posición 

beta-gama del butenólido (17), seguido de una adición intramolecular del 

hidroxilo del carbono catorce al doble enlace, ya anteriormente discutida 

por Jacobs y Collins en 1924, y Jacobs y Gustus cc 1927 y 1928. Oaist 

también indica que la isomerización es irreversible tratando la estro 

fantindina con soluci6n metanólica de hidróxido de sodio por un corto 

periodo y la dilución de la solución alcalina con agua da lugar al lactol 

(19). 
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Demoen y Jansen en 1953 someten a reflujo una solución constitufdc 

de 5 mg de digitoxina, 30 ml de alcohol del 95°<, 70 ml de agua, y 0.08 

equivalentes de hidróxido de sodio, encontrando que la absorción a 220 

nanómetros donde ocurre la absorción máxima de la molécula debido al 

sistema conjugado del butenólido, disminuye en un 100: después de 2 horas 

de reflujo; siendo este mismo fenómeno detectado pare otros cardenólidos. 

Proponen que la disminución de la absorción a 220 nanómetros es el re 

sultado de la formación de isocardenólidos (22), lo que fue inc!ic.de. por 

Conabiick en 1950, y Langenjan en 1951. 



Ya que no existe una evidencia en contra de la migración del doble 

enlace i 	a lo posición Odelanillo butcnólido y que Jacobs en 1929 

indica que la velocidad de formación del ep6xido entre el ccrbono catorce 

y la posición gama de la lactona es mayor que la hidrólisis del anillo 

(20 a 21) proponen el siguiente mecanismo: 

	

HZ 	 H3 + 	H3 

	

OH 	 o- 

-OH' 	Nf 

COO- 

OH 	
H J 

	

H 	 p 

	

21 	 22 

Makarichev y Abubakirov en 1968 reportan inFormación sobre el 

mecanismo de reordenamiento de la defugenina o catorce anhidroestro 

fantindina (23) en soluciones de hidróxido de potos;o acuosa y metanólica. 

respectivamente a temperatura ambiente. En hidródido de potasio acuoso la 

defugenina es convertida a (24), que en solución de carbonato mono¥5cido 

de potasio da lugar al ácido aldehídico (25); mientras que en potasa 

metanblica da lugar en primer tórmino a un hidrxi'cido insaturado en una 

reacción reversible que después de un tiempo dado se vuelve irreversible, 

este hidroxiócido insaturado es un derivado de alcohol vinílico el cual 

se isomeriza rápidamente al ácido aldehídico (26) que es el mismo que 

(25). 
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Lindig y Repke en 1972 publican información sobre el mecanismo de 

reacci6n de la catálisis básica de cardenólidos en función del solvente 

y la temperatura tomando como modelos a la diez y siete alfa digitoxigenina 

(27) y la diez y siete beta digitoxigenina (32). En el primer estudio 

(efectuado a 200 C) indican que el solvente utilizado es quien determina 

el curso de la reacción y la velocidad de isomerizaci6n. En hidróxido de 

potasio acuoso el ataque del radical hidróxido lleva a cabo la hidrólisis 

del anillo butendlido, para dar lugar al ácido cama hidroxicarbónico alfa-

beta insaturado (28) y (33), donde el doble enlace emigra muy lentamente 

a la posición beta-gama dando por reordenamiento los aldenoles (29) y (34), 

que al isomerizarse dan lugar a los ácidos gama aldehidocarbónicos (30) y 

(35), los que se en cuentran en equilibrio con el semiacetal ciclico al 

neutralizar el medio (31) y (36). 
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En potasa metanólic -i el ataque del ión mas hísico (mcf-óxido) eFectua 

la formación de aniones furflicos (37) y (39). Este piso es el qun limita 

la velocidad de isomcrizeciór, la cual es acelerada por grupos hidroxilo 

adicionales en Ia'posición doce-beta, diez y seis-alfc, o diez y seis-betr. 

de (32). Adicionendose metenol a (37) se forma la metoxilactona (38), 

mientras que (39) por le edición intramolec.ular del catorce-beta hidroxilo 

e el anillo furílico da lunar al catorce, veintiuno epoxicerdenólido o 

isocerdenólido (40) 
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En solución acuosa metanólica de potasa los productos de hidrólisis 

inicial de los cardenólidos (28) y (33), y los productos de isomerización, 

compiten para dar lugar e los ácidos gama nidehidoccrbónicos (30) y (35). 
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En c i segundo estudio indican que c I cú I cntcr l: clic- y siete bote 

digitoxigenine (32) (digito:igenina) o le diez y siuf-e clra digitexigenina 

(27) con hidróxido de potasio ecuoso O. i; e C0° C, sc Forma mecido 

digitoxínico (41) cI qua es fromodo mediante cl cido QZ¥ zz 
Sama-lriJróxi 

carbónico (28) o (33). 
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1 nterccc i 6n C ordenó l i dp-Coripuesto ií i Lrocromat i co. - Le I cctona e 1 f a-

beta inseturada de los cerden6lidos es la parte de le molécula responsable 

de le formación del cromóforo resultante de Ic interacción cardcn6lido 

compuesto nitroarometico en medio bbsico. Yo en 19,13 tlesnard y Lafargue, 

cn 1963 Frerejacque y de Graeve, entre otros, indican que el doble enlace 

es nee»s-'rio para que el color de le solución sea desarrollado. Fieser 

y Ficser cn 1959, y Dlechove y Sovove en 1977, entre otros, mencionan que 

el metileno activo del anillo esta involucrado en el crom6foro resultante. 

La tcoríe de le formación del complejo publicada por tul1iken en 152 

índica que la Formeci6n del crom6foro entre el cerdenólido y el compuesto 



iitroaromatico puede ser descrita como la combinación débil entre una 

base pi (lactona alfa-beta insaturada) y un ácido pi (compuesto nitro 

iromatico). Kohasi y col. en 1970 y 1974, y Kovar en 1972 y 1974 publican 

reacciones de compuestos nitroaromaticos con compuestos que contienen 

metilenos activos., indicandose que esto da lugar a complejos sigma, 

conocidos como complejos de Mleisenheimer (aniones estabilizados prove 

nientes de la substitución nucleofflica aromática); por lo que el mismo 

Kovar. en 1972, y Kovar y col. en 1977, sugiere y establecen definitivamente 

que el cromóforo resultante de la interacción es un complejo de Meisen 

heimer , en base a un modelo de la digitoxina el 	metil 	deuter6lido 

(Figura 2), en el que se observa la participación del metileno activo en 

el complejo. 

Figura 2. Complejos de blcisenheimer 
cardenólido-picrato (42), carde_nólido 
3,5 dinitrobenzoato (43) R=C00 , y 
cardenólido-metadinitrobenceno (43) R=H. 

Otra teoría desarrollada fue la de oxido-reducción sugerida por 

Newland en 1950, y Sivitskaya en 1961 en la interacción picr..to-carde 

nólido. En esta la formación el cromóforo resultante es el picramato (44), 

producto de la reducción del picrato efectuada por un agente reductor, el 

cordenólido. E3asandDse en que el sulfito de sodio (agente reductor) de 

sarrolla un color semejante al estar en contacto con el oicrato bajo las 

mismas condiciones, por lo que 7_akahrov y col. en 1967, y el mismo 

Sivitskaya en 1961, lo Utilizan como substituto del cardenólido al efectuar 

las curvas de calibración. 



Po 1 ¡kerpov ; co 1 . en 1075 pub 1 icen 

que le rcecc i 6n de comrucstos nitro 

arometiros (derivados del trinitrobenceno) 

(45) con sulfito de sodio de lugar e coro 

-)lejos de Meisenheimcr (416), lo que des 

mintió le tcoríade oxido-reducción y 

epoyó en ese momento la aseveración de 

Kovar de 1972 
44 

Interacción Base-Compuesto "litroaromatico.- La interacción base 

compuesto nitroaromatico es el resultado del uso de una base en el medio 

de reacción, lo que da lugar e la formación de un nucie6filo causante 

de la interacción. En la mayorie de las técnicas expuestas, el medio de 

la reacción,es una solución acuosa-alcoholice por lo que los nucc6filos 

formados son hidróxidos y/o alcóxidos capaces de interactuar con cl 

compuesto nitroaromatico respectivo. 

De los compuestos nitro 

aromaticos usados en la cuan 

tificación de corden6iidos, 

H 	303H 	únicamente el uno, tres, cinco 

02 	trinitrobenceno, y el ácido pícrico 
r 	_ 	i 

han sido causa de investigación 

con los nuceófilos mencionados. 

NpZ 	El primero de ellos da lugar a los 

complejos de Meisenheimer con 
Rle,Et,Me,,Cll,Mc Cll,li 	46 3 	 hidróxido, metóxido, o etóxido 

45 	 como reacción predominante (Figura 

3); estudios acerca de las cons 

tantes de equilibrio, efecto de la luz en la reacción, concentración del 

nucleófilo, y espectro de absorción del complejo, son publicados por Gold 

Y'Rochester en 1964, para los nucicófilos etóxido y metóxido, valor de 



de la constante de equilibrio con el nucic6filo et6xido por Lambort y 

Schall en 1962, y datos de los parámetros cinéticos de las reacciones 

con los tres nuceófi.los por Bernasconi en 1970 y Bernasconi y Bergstrom 

en 1971. 

La reacción predominante de la interacci6n del ácido pícrico con 

hidróxido, metóxido, y etóxido, es la ionización del mismo para dar 

picrato (47), al que se le considera como un complejo aunque la aparición 

de un segundo complejo en el sistema de reacción se presenta a concentra 

cionos altas de los nucle6filos. Estudios acerca de las constantes de 

equilibrio, efecto de la luz, concentración del nuce6filo, y espectro de 

absorción del complejo son publicados por Rochester y Gold en 1964. 

Figura 3. Reacción del 1,3,5, 
Trinitrobenceno con hidróxido 
(R=1i), metóxido (R= C113), y 
et6x ido (R=C2115) . 

47 



AUTO. C.N. C.C.N: 
Swoap 	a:.; 	lodo P(crico 0.95% 
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Alsron ideen 0.95% 

iaatland y col. idej¢ 0.95% 

VSP Iy' Idees 0.2% 

. 	.,;.. 	XVI t idas 0.2X 

#Arwacopea tdes 0.2% 
/1+1tánica de 1963 

ALC. C.ALC: 
agua NaOH 0.5% 

metanol hidróxido de l0% 
tetraetilano 
neo 

aetanol N.OH 1% 
al 50% 

metanol hidróxido de 2% 
al 50% tetraettla'no 

neo 

agua N.OH 0.5% 

agua ICOR 0.5% 

agua 1.011 0.5% 

agua 1.011 0.5% 

agua NCOH 0.5% 

agua NaOH 0.5% 

agua »OH 0.5% 

ALC./CAR. C.h./(.AR.  

917.7 455.8 2.0 

2555.4 41.7 6.1.2 

789.0 166.9 4.7 

2643.7 1252.0 2.1 

- - 3.0 

638.7 317.E 2.0 

798.4 396.5 2.0 

159.7- 79.3 2.0 

1333.7 100.2 13.3 

1133.7 100.2 43.3 

1133.7 100.2 U..) 

D. ALA. 	CAR. 	D.C.R. 	C.4. P.' 	L.0. 	T.L. 

agua 	duaba'tna 	etanol 	48% de•etanol 	.525 	20-30 

agua 	dtgitoxtna 	metanol 	50% de me tanol 	525 	lO 

metanol 	dtgttoxino 	metanol 	75% de metano¿ 	525 	20 
al 50% 

digitoxina' 
metanol 	digoxtna 	ate tanol 	70% de metanol 	529 	30 

lcnatósido C 

ogya 	mezcla de car 	- 	- 	525 	60 
den6iidos 

agua 	digitoxina 	metanos 	50% de metanol 	.492 	15-30 

agua 	digttoxina 	etanol 	25% de etanol 	495 	20 
al 50% 

agua 	digitoxina 	etanol 

	

al 70% 	35% de etanol 	530 	20 

• •" 	hasta obte 
agua 	digitoxina 	etanol 	60% de etanol 	495 	ner la m6z 

ima abaor 
ci6n 

agua 	digitoxtna 	etanol 	60% de etanol 	495 	16 

agua 	diyttoxtna 	etanol 	60% de etanol 	495 	60 

Tabla 1. Valor de las variables de las técnicas citados en Antecedentes de 
las Técnicas Colori'nótricas..C.N.- conpuaato nitroarpmático; C.C.N.- concentra 
ción del compuesto nitroaromáttco; D.C.N.- disolvente del compuesto nttroaroaó 
tico; ALC.- alcait; C. ALC.-concentración del alcali; 0. ALC.- disolvente deT 
alcali; CAR.- carden6lido; D. CAR.- itsoluente del cardenólido; C. A. F.- concen 
trac16n alcoholica final, en la solución a degerminar su absorci6n¥ (..0.- longt-
tud de onda (nva); T.L.- tiempo en efectuar la lectura de absorción 4W./CAR.'T 
C.N./CAR.;¡:y Aifi./C.N.- rozón de concentraciones alcalt/cordanólido, compuesto 
nitroaron1ttco/corden6lido, y alcali/cony;uesto nitroaromótico en la soiuct6n Jt 
nal a determinar su absorción; a una concentración dado del cordendlido (+). 

i 



AUTOR C.N.  

Farmacopea Of( Ácido Pícrico 0.198% 
ctal de la Rep4 
bitce Italiana ¡den 3% 
de 1965 

farmacopea idea 0.5% 
Europea de 1969 

s; 
Parracopta idea 1% 
dungara de 1970 

Lazartnou y coi. idti 0.9% 

Farmacopea idea 0.93% 
Nelu4tica de 1971 

Farmacopea idea 0.2% 
dritdntca de 1973 

USP XIX idea 0.2% 
USP,  XX 
PNfUI de 1974' 

USP XIV Xttadtnitro 1% 
OSp XV " benceno 

Banes 	- idea 1.6% 

santa y Carol idea 2% 

USP XVI idea 3% 
USP ['XIX 
USP XX 
Farmacopea Of t 
ctal de lo RepÚ 
blica Italiana 
de 1965 

AL(.'•/CAR. t1.iv./GAk. 

l»7.4 99.2 (13.9 

695.7 765.5 0.9 

137.3 250.4 0.5 

3U.0 366.9 1.8 

589.8 270,4 2.2 

1252.6 621.0 2.2 

1333.7 100.2 13.3 

1333.7 100.2 13.3 

1561.4 1161.3 1.3 

D.C.N. ALC. C.ALC. D.A.L.. (.,k. D.Cwk. C.A,F a• L.0, T.L. 
agua NaOH 0.48% 	_ %agua digitoxina letanol 1  60%de etanol 1495 1 	16 

agua NaOH 1% agua ouabatna agua 32% de etanol 491 5-10 

1 

agua carbonato 0.25% agua.  digitoxina etanol 56%*de etanol 495 30 
de litio 

aetanol NaOH 0.5% netanol dtgitoxina .eetanol 75% de watanol 495 30 
al 50% - al 50% 

agua NaO! 0.5%  agua conuatatoxina seetanoi 50% de aeetanol 490 15 

agua NaOlf 0.49% 	_ agua.  digitoxina tetanol 50% de inetanol 490 25 

agua NaOH 0.5% 	_ agua digitoxina etanol 60% de etanol 495 6 

agua Na011 0.5% agua digttoxina etanol 60% de etanol 495 hasta obte 
ner la ad 
ina absor 
c16n 

etanol NaOH 0.8%  agua digoxina etanol 70% de etanol 620 5 

etanol hidróxido de 0.1% 	-etanol digoxina etanol 95% de etanol 6!5 hasta obte tetrametilano 
ner la aá nio - íma abaor 

etanol hidróxido de 1% 	-etanol digitoxina etanol 94.5% de etanol 560 
c16n 
hasta obte tetrametilaino al 90% ner la n67 nio Ima absor 

etanol 
al 	nol  

hidróxido de 3 3.2(10 	)N etanol digoxina etanol 38.4% de etanol 620 
ci6n 	- 
hasta obte 

tctraºttia 
en 38.en4%te'nkgo 

al 38.4% en al 38.4% en benceno ner la ad 
ceno benceno en benceno- tesa abaor 

c 16n 

Tabla 1. Continuación 

137.1 1189.2 0.1 

161.8 227.5 0.7 

100.0 557.4 0.2 



ti 
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AUTOR 	(:.N. 	C.C.N. 

4edde 	Acto 3,5 dini 	4'x 
trobenzotco 

Rowson 	idem 	2% 

Pratt 	idee 	1% 

LangeJan y 	ídem 	2% 
Pinxteren 

TattJ. 	ideen 	2% 

Harhis y Rtgby 	ideen 	2% 

Jiracoh y 	ideen 	2% 
Ponert 

Ting y Lou 	ideen 	1% 

Hauser y col. 	¡den 	7.% 

Ximura 	Trtnitrobenceno 0.04% 

Pursou 	Acido 2,5 dinitro 1% 
benzoico 

Ahatauka 	Ácido 3,5 dinitro 2% 
bencensulfónico 

TattJe 	2,4 dtnitrodtfe_ 	2% 
niiautfona 

D.C.N. ALO C.ALC. D..LC. C. D.CAR. C.A.P. L.O. AIC./CAk. C.N./CAR.  
gtanol ,NaOH ; N agua dig,ttdltcos de etanol - X30 

T.L. 
60 ¥- D. Qurpuraa acuoso ¥ 	- 3.2 

etanol 
al 50% 

NaCH 1 N agua digitoxina etanol 74% de etano¿ 530 6 775.8 160.3 4.3 
al 50% 

etanol htdr6xtdo de 40% aguo digitoxina etanol 60% de etanol 550 hasta obte 87149.3 1602.7 54.4 benciltrtmetil raer 	la md' amonto tina absor 

etanol Na0!! 1 N agua agluconas de etanol - 550 
ción  

1O
- 3.2 digttdlicos - 

etanol NaON l.5 N agua dtgttoxina etanol 86% de etanol 540 4 _ - 2.2 

etanol NaOH 1 N agua digitoxina etanol 67% de etanol 535 hasta obte 	! (.2068.9 480.8 4.3 
raer la m6z 
¡no absor 

metanol KOH 2 N agua extractos de metano¿ - 540 
c16n 

7 
- - 20.2 

C. majo lis acuoso 

metanol ¡co!! 0.5 N metano¿ gluc6sidos etanol - 530 
al 50% al 50% cardi6cos de acuoso 

4-12 9.6 
- 

P. sepium 

etanol NaOH 2 N agua digitoxina etanol 78% de etanol 595 5 - - 7.5 

digitoxina+ 
metanol KOH 1 N agua ouabatna - - 550 35 1195.2 2.2 532.8 strofanitno 

orimtsina 
metanol NaOli 40% agua cimarina metanol 33% de metanol 449 

oleandrina -- 
423.3 

digitoxlna+ 
agua KOH 5% agua ouabatna metanol - 530 10 852.2 60.8 14.0 eatrofantina 

digitoxina+ 
etanol NaOH 1.5 N agua gitoxino 

gitoxtgenina 
etanol 86% de etanol S60 - 38.2 3.1 12.3 

digitoxigen(na 
anh idroder loados 

Tabla 1. Continuación 

T, 	 1 



AUTOR C.N. C.C.n. U.C.N. 
Oenhtna y 
Abubaktrou 

2,4 dinitrodt 
jentlaulfona 

0.075% etanol 

ALC. 

KON 

Viaaenho ideen 0.075% etanol KON 

Abubahtry 
2'4'4' metid.t 0.06% etanol KON 

bítzch  y Tanbop 2'2''4,4' 	Letra 
nitrobtfentlo 

0.5% etanol NaON 

C.ALC. P.ALC• CAR. 	D.CAld. C.A.F.
LC./CAk. C.rv./(JAI1. AI.C./(..N. 

ostrofanttnd(na L.O.L0 T.L. 
1.5 N agua erimisina 	etanol 

eristm6a(do 78.5% de etanol 595 5 4333.8 246.6 17.6 
ctmarina 
k-eatrofantlna-f 

1.5 N 
agua estrofantina 	- - 600 5  - - 123.3 

0.15 N agua grupo de la 	etanol 
estrofanttno 76.5% de etanol 595 5 4333.4 32.E 1.3 

0.1 N agua dtgtioxina 	etanol 85.3% de etanol 620 30 3059.7 183.1 16.7 

Tabla 	1. Continuación 

t 



P L A„ T ¥\ M. t E N T O 	DEL 	^^" C L E "1 A 

El problema a plantearse es el desarrollo de una técnico cuantitativa 

para tevet6sidos cardiotónicos, mediante el uso de la colorimctrfc'. 

Anteriormente se mencionó que le cuantificaci6n de estos se pude efectuar 

por reacciones coloridos en solución de la gcnina o aglucona. 

Las reacciones en medio básico son específicas pera el anillo bute 

n6lido mientras que las reacciones en medio ácido los son para el anillo 

esteroidal, por lo que el desarrollo de una técnica en medio básico duró 

lugar a una técnica más especifica, ya que los tevetósidos cardiotónicos 

se diferencian en cl radical R1 del anillo esteroidal y no en la estruc 

tuya butendlida, por esto nuestro planteamiento será enfocado a las 

reacciones coloridas en medio bósicct. 

Ya se citaron varias técnicas en medio bás i ~o, en los que se pueden 

observar las siguientes variables: 

(a) Compuesto nitroaromatico 

(b) Concentración del compuesto nitroaromático 

(c) Disolvente del compuesto nitroeromático 

(d) Base 

(e) Concentración de la base 

(F) Disolvente de la base 

(g) Cardcnólido 

(h) Disolvente del cardcn6lido 

(i) Concentración a cuantificar del cardenólido 

(j) Alcohol 

(k) Concentración alcohólica en la solución final a medir su 

absorbancie 

(1) Longitud de onda o efectuar la lectura de absorbancia 

(m) Temperatura de incubación de la solución a determinarle la 

ebsorbanc¡u 

(n) Tiempo en efectuar la lectuna de absorbancia de la solución 



Algunas de las cuales se pueden consultar en la Tabla'1, para las 

técnicas citadas en Reacciones Coloridas en Medio Básico, adicionando 

además la razón de concentraciones en la solución final a determinar la 

absorbencia, de álcali (base)/cordenólido, compuesto nitroaromático/car 

denólido, y alcali (base)/compuesto nitroaromatico, a una concentración• 

dada de cardenólido. 

las variables se.  han dividido en independientes y dependientes, 

debido a que las variables dependientes: 

(i) Concentración a cuantificar del cardenólido 

(1) Longitud de onda a efectuar la lectura de absorbencia 

(n) Tiempo en efectuar la lectura de absorbancia de la solüci6n 

Son variables a Caracterizaren el desarrollo colorim6trico, y 

obviamente:, dependen de las variables independientes; es decir: el com 
ponente colorido en las técnicas expuestas es el producto de una reacción 

química al agregar un reactivo (o reactivos) al sistema de reacción bajo 

ciertas condiciones. Debido a que las transiciones electrónicas en el 

cromóforo estar cuantizadas, debe de existir una estrecha relación de  

éstas con la estructura molecular y por consiguiente con su espectro de 

absorción por lo que la forma y el máximo de absorción del espectro 

dependen escencialmente de le estructura molecular del compuesto colo 

rido, el que es formado al agregar un reactivo (o reactivos) en las  

técnicas en medio básico. Ya que una reacción química es un sistema  

dinámico, el compuesto colorido sigue una cin6tica química dentro de el, 

por lo que las variables que afecten la cinótica química como lo son 

el pH, la temperatura, los disolventes, la concentración de reactivos, 

entre otras; da lugar a que tanto le sensibilidad como el tiempo en 

efectuar la lectura de absorbencia dependan de estas. 

En un sistema reaccionante para la cuantificación de cardenólidos 

en medio básico se encuentran los siguientes compuestos: compuesto nitro 

aromatico, base, carden6lido, disolvente (alcohol-agua); eligiéndose para 

desarrollar el trabajo experimental a: 



-El ácido pícrico4 y ácido 3,5 dinitrobenzoico como compuestos 

nitroaromaticos, debid? e su uso más frecuente en la cuantificación de 

• digitoxine, gluc6sido cardiot6nico cuya genine la digitoxigenina (32) 

es semejante a la genina de los tevetósidos cardiotónicos, además de 

• que le estructura del crom6foro he sido ya establecida para ambos con 

digitoxigenina y por lo tanto extrapolable con. los tevetósidos cardio 

tónicos. 

-El hidróxido de sodio como base, debido a la información reportada 

de la isomerización e hidrólisis en medio básico de la digitoxigenina, y 

a su uso más frecuente en la cuantificación de cardenólidos. 

-La nerifo1ina como cardenólido, ya que la genina de este tevetósido 

es la digitoxigenina. 

-Y como participante del sistema alcohol-agua (cosolvente), al etanol 

debido a su utilización más frecuente con ambos compuestos nitroarometicos, 

y a la información reportada de las reacciones de alcóxidos con ácido 

pícrico. 

Por lo que se pueden plantear el sistema reaccionante tanto con 

ácido pícrico, como con ácido 3,5 dinitrobenzoico: 



• Sistema Reaccionante Nerifolina-Picrato 

Eu + H2O i H + E1OH 

	

Productos 	 02  

	

a 	 n rbHl 

Ñ02  

y 

H 

00- 	 00- 	 £00- 
ay 

OH 	 H  
H3 

H 



Sistema Reaccionate Nerifolina-Dinitrobenzoato 

ETO-+ H!O íes---OH+ ETOH 

1 
4 	 N°2 

0ó 

0 
02 

z 

H I 

00' 

Ó,y 	H 	H 
HO 

H3 	 H¥ 	 H3 

t 



En los sistemas reaccionantes descritos, al basificar el medio 

acuoso-aicoholico se establece rápidamente un equilibrio entre el 

hidróxido y etóxido (Bernasconi y Bergstrom en 1971) el que esta 

desplazado a la derecha en ambos sistemas reaccionantes, ambas bases al 

reaccionar con el compuesto nitroaromatico da lugar a los aniones respec 

tivos, y que en el caso del picrato, al reaccionar este con etóxidos o,  

hidróxidos da lugar a un complejo (P) que interactúa con fotones (luz 

visible por ejemplo) para dar lugar a otros productos aún no identificados 

e iones nitrito (Rochester y Gold en 1964, Rowson en 1952). 

L•a nerifolina en ambos sistemas reacciona con las dos bases, con el 

et6xido forma el anión furflico que al reaccionar con el ion picrato o 

ión dinitrobenzoato da como producto el complejo de bleisenheimer respectivo, 

proponiendose la formación del complejo a partir del anión furflico 

debido a la influencia del alcohol en el coeficiente de absorción y en 

la estabilidad del mismo (Ababakirov y Genkina en 1960, Harkiss y Rigby 

en 1957). A partir del anión furiuico se forma la isonerifolina, formándose 

posiblemente a partir del complejo, ya que este tiene una fase de des 

trucción (Pratt en 1952), •le isonerifolina al hidrolizarse da lugar el 

semiacetal cíclico el que de lugar en su forma aldehfdica al ácido gama 

aldehido carbónico. 

La nerifolina se hidroliza en presencia de hidróxido al ácido gama 

hidroxicarbónico alfa-beta insaturado, en el que al emigrar muy lentamente 

el doble enlace forma el aldenol que al isomerizarse forma el ácido gama 

aldehídico carbónico capaz de transformarse al semiacetal cíclico. 

Por lo que en base a lo anterior se propone el siguiente esquema 

cinético general: 



CII 

OH 	CN 	CN 	± 

F 	 + 
	

ETO 
_ 	k 

ETO + N  < 	AF 

k-1 	1,4  

k2 	k-2 	k3 
	IN 

AHC 	CM 

En que: 

N= nerifolina 
AF= ani6n furrlico 
CM= complejo de Meisenheimer 
IN= isónerifo1ina 
CN= compuesto nitroaromatico 
CN = anion del compuesto nitroaromatico 
AIIC= ácido hidróxicarb6nico 
OH_= ión hidróxido 

ETO = i6n etóxido 
k.= constante de velocidad respectiva 

Donde el modelo cinético del complejo de Meisenheimer es: 

d(CM)/dt = k3(AF)(CN-) - (k-3  + k5)(CM) ..... (40) 

Y los modelos cinéticos para las demás mólécu.las que participan 

direactamente o indirectamenteen el modelo anterior son: 

d(AF)/dt = k1( 0H)(N) + k-3(Ch1) - (k-1  + k3(CN-) + k4)(AF) ...(41) 

d(N)/dt = k_1(AF) + k-2(AHC) - (k1(ET0-) -t- k9( -011))(N) 	...(42) 



d(AHC)/dt = ky(-OH)(N) - k-2(AHC) 	..... (43) 
d(CN )/dt = k6( OH) + k61(ETO) - k-6(CN ) 	.....(44) 

Siendo d( )/dt la razón de cambio de la concnetraci6n de la molécula 

respectiva en el tiempo, es decir le cinética química de esta en el 

sistema. 

Al reportarse que: 

• -La velocidad de formación del isocardon6lido es mayor que la 

hidr6lisis del cardenólido (Jacobs en 1929, Demoen y Jansen en 1953). 

-La concentraci6n de et6xido e hidróxido permanecen constantes 

en los sistemas, debido o que cl equilibrio entre las bases se al 

canza rápidamente. 

Tomando en cuenta que: 

-El equilibrio ácido-base se establece rápidamente. 

-Las reacciones fotoquimicas en el sistema recccionante de:ác,ido 

pícrico se pueden evitar. 

Y bajo la suposición que la reacción entre el anión furflico y el 

complejo de Meisenheimer es irreversible. El esquema cin6tico se simpli 

fica a: 

CN- 
i 

k1 	+ 	k3  

ETO 	+ N 	AF 	-> I N 

k-1 tc4 	k  

CG7 

Del cual pueden darse los 2 siguientes modelos cinéticos, para la 

concentraci6n del complejo de GleisenJheimer: 



Modelo 1 
kl 

En la reacción 	ETO 	+ 	N 	AF 
k

1 

El equilibrio se alcanza rápidamente'y por;:¥lo án : 

k3k1(CN )(ETO)(N0) 	-k t 	-(k(CN )+ k )t 
(CM) _ . 	 ( e . - 	_ .. e 	 ) 

k-1(k3(CN-) + k4 - k5) 

Pudiendose..consultar la resolución de este modelo en el Anexo 1. 

Modelo II 

k1 
La reacción 	ETO 	+ 	N 	AF 

Es irreversible y por esto: 

k1k3(CN )(ETO )(No) 	e-k5t - e-k1(ET0-)t 	e-k5t 	e-(k3(CN )+k4)t 

(CM) _ — 

	

k3(CN )- + k4 - k1(ETO ) ( k1(ETO ) - k5 	 k3(CN ) + k4 - k5 	) 

Pudiendose consultar la resolución de este modelo en el Anexo 1. 

Estos son modelos cinéticos mecanfsticos propuestos, que predicen 

el cambio de concentración del, complejo, en el tiempo, y la influencia de 

la concentración del anión del compuesto n.itroaromatico, y la concentra 

ción del et6xido, el que depende de la concentráción de etanol y de 

hidróxido de sodio en el sistema.. 

En el trabajo experimental se han elegido tanto la concentración 



del compuesto nitrocromatico como la concentración de et6xido, esta 

última dada por la concentración de etanol y de hidróxido de sodio 

(Anexo 2), las que pueden se consultadas en la Tabla 2; decidiendose 

efectuar el desarrollo colorimótrico en función de la temperatura para 

caracterizar lis variables dependientes antes mencionadas, debido a que 

esta variable indpendiente es sencilla de modificar y controlar en el 

laboratorio además de que podrá permitir indicar cual de los 2 modelos 

- propuestos puede se utilizado en un futuro para optimizar el desarrollo 

color imótrleo. 

Cardenólido Nerifolina 

Compuesto Nitroaromatico Acido 
Pícrico 

Concentración del 
2.619 mM compuesto nitroaromatico 

Base Hidróxido 
de Sodio 

Nerifolina 

Acido 
3,5 Dinitrobenzoico 

18.857 mM 

Hidróxido 
de Sodio 

Concentración de 
la base 

Disolvente 

Concentración de et6xido 

Concentración de hidróxido 

34.872 mP•1 

Etanol al 50;' 

0. 523 mM 

34.349 mM  

81.118 mM 

Etanol al 50`' 

1.217 mM 

79.901 mM 

Tabla 2. Compos.i:ción de los Sistemas 2,ccccionantes en el 
Trabajo Experimental. 



H 1^ 0 T E S 1 S 

La cuantificación colorimótrica de los cerden6lidos en medio básico 

se fundamenta en la respuesta física a le absorción de un haz de luz 

monocromático por la concentración dci complejo de Mc isenheimer en el 

medio. 

Una de las coordenadas en un sistema reaccionante lo es el tiempo, 

con el que se relaciona la dinámica de le cincentrací6n de las molóculas 

reeccionantes en este. Sf la dinámica de la concentración del complejo 

de hleisenheimer o una variable de respuesta que se relacione con esta; 

puede predecirse y modificarse, esto debe permitir desarrollar racional 

mente una técnica colorimétrice para le cuantificación de tevetósidos 

cerdiotónicos. 



OBJ E T 1 vos 

1) Determinar las condiciones para efectuar la comprobación de 

un modelo que prediga la dinámica de una variable de respuesta que 

se relacione con la concentración del complejo de Meisenheimer. 

2) Comprobar que el modelo predice la dinámica de la variable de 

respuesta relacionada con la concentración del complejo de Meisenheimer. 

3) Modificar la variable de respuesta relacionada con el complejo 

de Meisenheimer. 	 1 

4) Desarrollar una tócnica colorimótrica para la cuantificación de 

tevetósidos cardiotónicos. 



METODO Y MATERIAL 

Para poder cumplir los objetivos planteados y la comprobación o 

rechazo de la hipótesis, se propone el siguiente esquema metodológico 

mediante diagrama de bloques para cfectuer el trebejo experimental. 

:Complejo.Nerifolina.Picrato: 	:Complejo¥NerifolinaDinitrobenzoato: .. 	.. 	. 	.. ........ 	.... 	.. 	... 	.. 	. 	.... 	..... 	............... 

000 00 0000 0000 000 0000 00 00 

á Espectro. de Absorción*g 
. ........................0Ó0000000000000000000000........................... 

fi 	:a una concentración de nerifolina: 	:a varias concentraciones de nerifolina: .................................. 	........................................ 

000000000000000000000000000 

:Estabilidad del Complejoi`o 
000000000000000000000000000 

ó 
00000000000000000000 000000000000000000 
Qbedicncia a la Ley de Lambert-Beer* 

00000000000000000000000000000000000000 

000 000000000000000000000000000000 
:Estudio Cinótico del Complejo** 

.................00000ó000óóó000000OOOOOOóóóóóóoóó.................... 

función .de.la,temperatura: 	:combinación. de¥dos¥temperaturas: 

000000000000000 
Desarrollo*' 
eeoeoeee0000aoo 

0000000000000000000000000000000000000000 
:Obediencia a la Ley de Lambert-Bcer*** 
0000000000000000000000000000 000000000000 

Y en función del diagrama el material a utilizar es el siguiente: 

Agitadores de vidrio 
Desecador 

Fase 1 

#* Fase II 

*** Fase III 



=mbases obscuros de vidrio de 250 ml 
Dlatreces ¿aforados de 10, 50, y 100 ml 
Pipetas volumetricas de 1, 5, y 10 ml 
Pipetas graduadas de 1 ml 
Probetas graduadas de 100 ml 
Tubos de ensaye 
Vasos de precipitado de 100 ml 
Vidrios de reloj 
Ealanza ane1ftica 
Baño de incubación 
Dombo de vacio 
Cronómetro 
Espátulas 
Espectrofotómetro de doble haz con registrador y baño termostático 
Estufa de vacio 
Gradillas matólicas 
Gradillas pare baño de incubación 
Termómetros . 
Parrilla eléctrica 
Acido pícrico grado analíticos 
Acido 3,5 dinitrobenzoicoll 
Etanol 'grado analítico 
Nerifolina** 
Papel glasin 
Papel negro 

if El ácido 3,5 dinitrobenzoico fue sintetizado y recristalizodo 

en etanol (punto de fusión 205°-207°  C), por cl alumno Juan Aguilar 

en el laboratorio de Materias Primas y Síntesis de "ledicamentos 1 en la 

ENEP Zaragoza. 

**La nerifolina fue aislada y purificada a partir de semillas de 

T. ncriifolia (punto de fusión 215° C) por el tesista nam6n Rodríguez 

en It! ENEP Zaragoza. 



DESARROLLO 

CONSIDERACION PREVIA 

Se ha hablado de una variable de respuesta la que se relacione con 

la concentración del complejo de bleisenhoimer, la cual permita cumplir 

con los objetivos mediante la experimentación. Dicha variable por lo antes 

expuesto debe de ser la absorción del complejo. 

El esquema metodológico para la experimentación en ambos sistemas 

reaccionantes (Tabla 2), a los que se nominan Sistema Nerifo1ina-Picrato 

y Sistema Nerifolina-Dinitrobenzoato. se  lc dividió en tres fases. 

Le Fase 1 consta de 4 experimentos: 

1 Elección de la Solución de Referencia para las Lecturas de 

Absorbancia del Complejo de Meisenheimer. 

II Espectro de Absorción del Complejo de hicisenhcimer. 

Ill Estabilidad del Complejo de Meisenheimer. 

IV Obediencia a la Ley de Lambert-Bcer por el Complejo de 

Meisenheimer. 

Al cumplir estos experimentos se tendrá la longitud de onda para 

efectuar la lectura de absorbancia del complejo, y la solución de 

referencia a utilizar, además de tener como referencia un desarrollo 

empírico de una técnica para la cuantificación de tevetósidos cardio 

tónicos mediante el análisis del componente único (Anexo 3). 

La Fase 11 consta de 2 experimentos: 

V Cinética del Complejo d' Meisenheimer en función de la 

Temperatura. 

VI Cinética Bitérmica del Complejo de Meisenheimer. 

Debido a la influencia que tiene la temperatura en la dinámica de la 

concentración de una molécula reeccionante (Anexo 4), estos dos expe 

rimentos deben de dar los parámetros del modelo, que prediga la cinética 

de la concentración del complejo, el discernimiento entre los dos modelos 

propuestos, además de indicar racionalmente el tiempo en efectuar la 



lectura de absorbancia del complejo. 

Y lo Fase 1II consta de un experimento: 

VII Obediencia a le Ley de Lembert-Bcer por el Complejo de 

M.leisenheimer en función del Estudio Cinético. 

Este deberá indicar si el desarrollo racional mejore o no algunos 

indicadores de la técnica como la sensibilidad y precisión respecto de 

la técnica desarrollada empíricamente. 

DESARROLLO DEL TRABAJO, RESULTADOS, Y DISCUSIONES 

EXPERIMENTO 1 

	

Nombre: 	Elección de la Solución de Referencia para las 

Lecturas de Absorbancia del Complejo de Meisenheimer 

Sistema Nerifolina-Picrato 

Oppprrp ) Qr 

-Se marcaron 3 matraces aforados de 10 ml (A, 8, C), y se 

agregó lo que indica la siguiente tabla a cada matraz. 

Matraz 	A 	8 	C 

5 ml 	- 	- 	Solución Estándar "A" de Nerifolina 

a 10 ml 	5 ml 	- 	Reactivo Alcalino de Picrato 

	

- 	a 10 ml 	5 ml 	Etanol 

	

- 	- 	a 10 ml Hidr6xido de Sodio al 0.3°-' 

-Se agitaron por inversión, y se dejaron reposar durante 20 

minutos protegidos de la luz, a temperatura ambiente. 

-Se determinó el espectro de absorción entre 400 y 600 

nanómetros del contenido de: 

A utilizando como solución de referencia a 8. 

A utilizando como solución de referencia a C. 

B utilizando como.solución de referencia a C. 



Soluciones: 

Disolución taladre de Nerifo1ina: 

-Se desecó al vacío la nerifolina a 100° C, durante 2 horas. 

-Se enfrió en un desecador. 

-Se peso con exactitud 30 mg de nerifolina, y se depositaron 

en un matraz aforado de 100 ml. 

-Se disolvieron en una pequeña porción de etanol, se llevo a 

la marca de aforo con el mismo disolvente, y se agito por inversión. 

Solución Estándar "A" de Nerifolina: 

-Se transfirió 5 mi de la Disolución - Madre de Nerifolina-a un 

matraz aforado de 50 ml, con una pipeta volumetrica de 5 ml. 

-Se llevo a la marca de aforo con etanol y se egitó por 

inversi6p. 

Reactivo Alcalino de Picrato: 

Disolución .'.•c hidróxido de Sodio al 3; (B) 

-Se pesó 3 9 de hidróxido de sodio y se depositaron 

en un matraz aforado de 100 ml. 

-Se disolvieron en 50 ml de agua, ya frío el matraz 

se acompleto a la marca de aforo con el mismo disolvente, 

se agitó por inversión, y se guardó en un embose de plástico. 

Disolución de Acido Pícrico al 0.6 (C) 

-Se pesó 600 mg de ácido pícrico y se depositaron en 

en un matraz aforado de 100 ml. 

-Se agregó 25 ml de agua caliente y se d i so l v i c'ron, yr. 

frío el matraz se llevo a le marca de aforo con el mismo 

disolvente, y se agitó por inversión. 

-Se guardó el contenido del matraz en un frasco de 

vidrio color ambar. 



-Se transfirió 10 ml de (f3) con una pipeta volumétrica y 

20 ml de (C) también con uno pipeta volumetrica a un matraz aforado 

de 10D ul. 

-Se completó a la marca de aforo con agua, y se agitó por 

inversión. Este reactivo se prepara antes de su uso. 

Hidróxido de Sodio al 0.3%, 

-Se transfirió 10 ml de (B) con una pipeta volumetrica a un 

matraz aforado de 100 mi, se llevo al aforo con agua, y se agitó 

por inversión. 

-Se guardó en un embasc de plástico. 

5clv1ts l4 i 
Ha:' absorción por parte del picrato en cl rango de máxima 

absorción del complejo nerifolina-picroto como se puede observar 

en la gráfica número uno. 

Discusiones: 

La forma del espectro de absorción reportada en condiciones 

experimentales semejantes c las nuestras por Rowson en 1952, y 

Demmoen y Jannscn en 1953, para le digitoxine es semejante al 

encontrado debido a que la aglucona de la nerifolina y la digi 

toxina es la misma y se he de utilizar como solución de referencia 

una solución que tenga la misma constitución de la solución a 

determinarle su absorbancia a excepción del cardenólido, debido 

a la absorción que presenta el reactivo alcú ino de picrato en 

el intervalo de máxime absorción del complejo neriro1ina-picrcto. 

Dicha absorción puede ser cucada, en base alas publicaciones de 

Rochester y Co Id en 19-, , a I c:arcpo lar el conportarn i cnto de mctúx ido 

a etóxido como nucleófilo, a la formación de un complejo con el ión 

picrato; ya que la absorción de este ultimo en soluciones de 

h idróx ido de sod jo se local  i co o; 1 ong itudes de onda: mcnores ele i S:1 



I9 

`b.orbanc(o 

4W 	 S¥ 	 ¥¥ ¥,¥ Longitud de onda (nandn'tros) 

Gráfica 1. Espectro de Absorción del Complejo Ncrifolina-

Picrato (*),  Picrato (*), y Complejo 

Nerifolina-Picroto Picreto (*). 



ncn6metros. 

Sistema Nerifolina-Dinitrobcnzoato 

9999CCv119: 

-Se marcaron 3 matraces aforados de 10 ml (A, 3, C), y se 

::greg6 lo que indica la siguiente tabla: 

Matraz 	A 	3 	C 

3 ml 	- 	- 	Disolución EstSndcr "D" de '!crifolina 

- 	3 ml 	5 ml Etanol 

5 mi 	5 ml A 10 ml ll i dróx i do de Sodio al 0.8;¥ 

o 10 ml a 10 mI 	- 	Ácido 3,5 Dinitrobenzoico al 2 

-Se agitó por inversión, y se dejo reposar por 4 minutos e 

temperatura ambiente. 

-Se determinó el espectro de absorción de 400 a 700 nen6metros 

dcl contenido de: 

A utilizando como solución de referencia e 6 

A utilizando como solución de referencia a C 

G utilizando como solución de referencia a C 

Soluciones: 

Disolución Estándar "D" de Nerifolina: 

-Se desecó al vacio la ncrifolina a 100° C por 2 horas. 

-Se enfrió cn un desecador. 

-Se pes6 con exactitud 40 mg de nerifolina, y se depositaron 

en un matra_ aforado de 100 mi. 

-Se disolvieron en una porción de etanol, se llevo a la marca 

de aforo con el mismo disolvente, y se agitó por inversión. 



Hidróxido de Sodio al 0.8°' 

-Se pesó 0.8 g de hidróxido de sodio, se disolvieron en 100 ml 

de agua, y la disolución se guardó en un embase de plástico. 

Acido 3,5 Dinitrobenzoico al.  2;'_ 

-Se peso 2 g de ácido 3,5 dinitrobenzoico, se disolvieron en 

100 ml de etanol, y la disolución se guardó en un embase de vidrio 

color ambar. 

Resyltcdós• 

No se observa absorción de! 3,5 dinitrobenzoato en el intervalo 

de máxima absorción del complejo nerifolina-3,5 dinitrobenzoato 

como se puede apreciar en la gráfica dos. 

Qiçiçvç 

La forma del espectro de absorción del complejo Nerifolina-3,5 

dinitrobenzoato obtenida, es semejante al reportado por Rowson en 

1952, y Pratt también en el mismo aio, usando estos como cardenólido 

a la digitoxina en condiciones ensayadas semejantes a les nuestras; 

lo que apoya la localización de Ic rcección en la geninc lo que ya 

se había observado en cl Sistema ':erifolin.-+-Picrato. La solución de 

referencia a utilizar puede ser indistintamente Ic que contenga o no 

al ácido 3,5 dinitrobenzoico (0 o C), aunque en un futuro se uscrA 

la (B). 

EXPERI?. ENTO II 

Nombre: 	Espectro de Absorción del Complejo de ►.eisenheimer 

Sistema Ncrifol ino-Picrcto 

9999Cr91 19: 

-Se marcaron 4 mctraces aforados de 10 ml ("., ú, C, n) y se 
cgreg6 lo que indica lr. siguiente tabla: 



Lonpltud de onda  (nan4.troi) 

GrMficr. 2. Espectro de fibsorci6n del Complejo Nerifol¡na-

3,5 Dinitrobenzoato (* ), 3,5 Dinitrobenzoato 

( *), y Complejo Ncrifolinc-3,5 Dinitrobenzonto 

3,5 Dinitrobenzoeto (* ). 

I.Ictraz 	A 	6 	C 	D 

5 ml 	3 ml 	1 ml 	- 	So1uci6n Estándar "6" de Nerife1ino 

- 	2 ml 	4 ml 	5 ml 	Etanol 

a 

 

10 mi a•l0 ml a 10 ml e 10 ml Reactivo Alcalino de Picreto 

-Se agitó por inversión y se dejo reposar por 20 minutos 

protegiendo de la luz, a temperatura ambiente. 

-Se determinó el espectro del contenido de A, S, y C, usando 

como solución de referencia el contenido de D entre 400 y 600 



AbaorbanCta 

1 Ji 

- 0,5 

3 	onv.< de Ner(fol(no 

1.6 %o% de Nertjoft',a 

0.6 rg% de Ner(fo1¡no 

nan6mctros. 

Soluciones: 

Solución Estándar "B" de Nerifolina 

-Se trensfirió 10 ml de la Disolución Madre de Nerifolina con 

una pipeta volumetrica a un matraz aforado de 50 mi, se llevo a la 

marca con etanol, y se sgit6 por inversión. 

Resultados: 

La máxima absorción del complejo a una concentración máxima 

experimentada de 3 mg de nerifo1ina se localizó en el intervalo 

de 486 a 492 nanómetros mediante la determinación en la gráfi•va 

tres. 

Longitud de Onda (nonáaetros) 

Gráfica 3. Espectro de Absorci6n del Complejo Nerifolina-

Picrato a varias concentraciones de Nerifolina. 



Sistema Ner i fo l i nao-D i n i trobcnzoeto 

Dcs9rroli9i 

-Se marcaron 5 tubos de ensaye (A, 3, C, D, E) y se agregó lo 

que indica la siguiente tabla: 

Tubos A 	13 	C 	D 

0.5 ml 1 mi 2 mi 3 ml 

2.5•ml 2 ml 1 ml 2 ml 

5 ml 	5m1 5m1 5m1 

2m1 2ml 2m1 2m1 

E 

Disolución Estándar "E" de _  
Ncrifoline 

5 ml 	Etanol 

5 ml 	llidróxido de Sodio eI 0.8°' 

2 ml 	Acido 3,5 Dinitrobcnzoico el 2 

-Se agitó mecanicamente y se dejo reposar 4 minutos a 

temperatura ambiente. 

-Se determinó el espectro de absorción del contenido de los 

ty+bos A, 13, C, y D usando como solución de referencia el contenido 

dei tubo E. 

Soluciones: 

Disolución Estándar "E" de Ncrifolina. 

-Se desecó al vacío la nerifolina a 100° C durante 2 horas. 

-Se enfrió en un desecador. 

-Se peso con exactitud 0 mg de nerifolina, se depositaron en 

matraz aforado de 100 mI, se disolvieron en una porción de etanol, 

se llevo a la marca con el mismo disolvente, y se agitó per inversión. 

Resultados: ........... 
La máxima absorción del complejo a una concentración máxime de 

18 mg% de nerifolina se encuentra en el intervalo de 53 a 542 

nanómetros, al determinarle en la gróficc tres. 



¥Absorbancio 

de Nerifottno 

de nerifotino 
de Nertfolina 

de nertfottno 

a& 

450 	500 	550 	6 

Longitud de onda (nanóeetroa). 

Gráfica 4. Espectro de Absorción del Complejo Nerifoliya-

3,5 Dinitrobcnzoato a varias concentraciones 

de Ncrifolina. 

EXPER 1 P•1ENTO 1 I 1 

Nombre: 	Estabilidad del Complejo de ticisenheimer 

Sistema Ner i fo l i na-P i Grato 



ç':4! 1i 
-Se agregó e 3 celdas del espectrofot6metro lo que indici la 

siguiente tabla (2 celdas para S): 

Celda 	A 	B 

1.5 ml 	- 	Solución Estándar "A" de Nerifol ine. 

- 	1.5 ml Etanol 

1.5 ml 	1.5 ml Reactivo Alcalino de Picrato 

-Se agitó por inversión y se registró en cl graficador la 

absorbencia del complejo a 490 nan6metros por un tiempo aproximado 

de una hora a una temperatura cercana a los 20° C. 

Resultados: 

El barrido de la abserbencia del complejo se puede observar en 

la gráfica cinco. 

Discusiones: 

La estabilidad del complejo a una temperatura de incubación 

(Ti ) de 20° C a 490 manómetros indicó que entre los 25 y 40 minutos 

la absorbancia es máxima y sin algún cambio significativo en esta, 

siendo la evaluación exclusivamente gráfica. Por lo que se eligió 

como tiempo de desarrollo del complejo (td) a 30 minutos, e le 

temperatura experimentada. 

Sistema Nerifolina-Dinitrobenzoeto 

Desarrollo: 

-Se agregó a 3 celdas del espectrofot6metro lo que indica la 

siguiente tabla (2 celdas para B): 



AAaorbancla 
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0.25 

U 

3 	 13 	23 	 33 	.43 	 53 	¡3 

gráfica 5. Absorbancia dei Complejo Nerifolina-Picrato1  
a 490 nanómetros en función del Tiempo a una 

Temperatura de Incubación de 20' C. 

Celda 	A 	S 

0.9 m1 	- 

- 	0.9 ml 

0.6 ml 0.6 ml 

1.5 m 	I.5 ml 

Disolución Estándar "D" de Nerifolina 

Etanol  

Hidróxido de Sodio al 0.8Z 

Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 2¡, 

-Se agitó por inversión, y se registró en cl graficador la 

absorbancia del complejo a 538 nanómetros hasta los 75 minutos a 

una temperatura cercana a los 16° C. 

Resultados: 

El barrido de la absorbancic del complejo se puede apreciar 

en la gráfica seis. 



1 	 Ábaortonc(o 

nutoa) 

rófica 6. Absorbancia del Complejo Nerifolina-3,5 

Dinitrobenzoato a538 manómetros en'funci6n 

del Tiempo a una Temperatura de Incubación  

de 16° C. 

Qjscusjºnes; 

La estabilidad del complejo a una temperatura de incubación 

de 16° C (Ti ) a 538 nan6metros reportó que entre los 12 y los 18 

minutos la absrobancia del complejo es máxima sin algún cambio 

gráfico apreciable en esta, por lo que se eligi6 como tiempo de 

de desarrollo del complejo (td) a 12 i.iinutos a la temperatura 

ensayada. 

EXPERIMENTO IV 

Nombre: 	Obediencia a la Ley de Lambert-Seer por el 

Complejo de Mcisenhcimer 

a 



Sistema Nerifolina-Picrato 

ptGs ' I1Q: 

-Se marcaron 25 tubos de ensaye (4 con A, 4 con 13, 4 con C, 

4 con D, 4 con E, y 5 con F) y se agregó lo que indica la siguiente 

tabla: 

Tubo 	A 	[i 	C 	D 	E 	F 

Solución Est6ndor "C" de 1 ml 2 ml 3 mi 	4 mi 	5 ml 	
Nerifolina 

4 mi 3 ml 2 mi 	1 ml 	- 	5 ml Etanol 

-Se agregó a los tubos marcados con A y a un tubo marcado con 

F 5 ml del Reactivo Alcalino de Picrato, se agitó mec6nicamente, y 

se dejó reposar por 30 minutos a 20° C protegidos de la luz. 

-Se determinó la lectura de absorbancia del contenido de los 

tubos A a 488, 490, y 492 nan6metros (asignadas al azar) utilizando 

como solución do referencia el contenido del tubo F. 

-Se efectu6 el mismo procedimiento para el contenido de los 

tubos 6, C, D, y E. 

Soluciones 

Solución Estándar "C" de Nerifolina 

-Se transfirió 40 mi de In Disolución ?Madre de Nerifolina con 

una pipeta volumetrica a un matraz aforado de 100 mi, se llevo a la 

marca de aforo con etanol, y se agitó por inversión. 



Resultados: 

Concentración de ?1cr i fo l i ne (mg','_) 
Longitud de onda 
(nanómctros) 1.2 2.4 3.6 4.8 5.0 

0.331 0.648 0.943 1.267 1.527 
488  0.322 0.655 0.951 1.263 1.530 

0.310 0.648 0.948 1.271 1.566 
0.331 0.643 0.956 1.265 1.537 

0.311 0.644 0.957 1.264 1.543 
490 0.331 0.649 0.954 1.267 1.541 

0.331 0.657 0.966 1.273 1.575 
0.322 0.649 0.949 1.263 1.549 

0.312 0.647. 0.948 1.255 1.531 
492  0.323 0.645 0.962 1.254 1.570 

0.331 0.646 0.953 1.265 1.543 
0.331 0.645 0.955 1.255 1.533 

Discusiones: 

Las estadísticas del análisis de regresión y correlación (Tabla 

1), y las rectas de regresión respectivas (Gréficas 7, 8, y 9) 

sugieren que bajo las condiciones experimentadas la obediencia 

a la Ley de Lambert-3eer por parte del Complejo Nerifolina-Picrato,, 

es muy semejante a 488, 490, y 492 nanómetros. Ya que el diseño 
experimental fue ideado para determinar el efecto de la longitud de 

onda en los modelos lineales de regresión (Abs -- n(N) + b + e), el 

aplicar a los datos un an.i1isis de covarian_a (Tabla 2); este indicó 

que las diferencias observadas en las estadísticas de regresión y 

correlación son debidas al error experimental (e), ya que la 

hipótesis nula, de que existe igualdad en los modelos de regresión 

lineal a las 3 diferentes longitudes de onda es aceptada (P L 0.01), 
debido e que el valor calculado del estadígrafo de contraste (ícal) 

es menor que la unidad y por lo tanto no es necesario compararle 

con él valor F4, 5q0 	que es mayor que la unidad. Ya que se tiene 

que elegir una longitud do onda para cumplir el objetivo número uno 
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Cocntrac(6n (9%) 
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Críica 7. Recta de Regresión por mínimos cuadrados a 

la obediencia de la Ley de Lambert-Beer por 

el Complejo Nerifolina-Picrato a 488 mm. 

Lo#ig2d de onda (m*] 489 490 492 

Coe(denie de Cooxw-lacwn (11f 3) 999.4/9  999.575 999.595 
CoefLdem.e de Req'teba (,46d.ç%)(/O 3) 254.250 256.125 254.292 

Oid-eiwda a2 

 

0it4erz (,4b4)(/1f3)30.300 27.700 29.750 
E 	cisa (Ab4)(/0 3) Eiutor. T4iLco de 	ma 15,509 /3.0 12.953 

Tr-'Ia 	1. 	Estadísticas de Regresión y Correlación por 

mínimos cuadrados a la Obediencia de 	la Ley 

de Lambert-Beer del Complejo Nerifolina-Picrato. 



Absorbancto 
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Gráfica 9. Recta de Regresión por mínimos cuadrados a 

la obediencia de la Ley de Lambert-6eer por 

el Comp1cjo 4¥erifo1 ina-Pitrato a 492 nm. 

Abaorboncto 

	

L___ _f ___i*___ r 	Concvntructón (o%) 

j 	5 	
6 do nerlfolino 4 1 	?  

Gráfica 8. Recta de Regresión por mínimos cuadrados a 

la obediencia a la Ley de Lambcrt-Bcer por 

	

cl Complejo 	erifolina-Picrato a 490 nm. 



2 & ReáiduaL Cuorto  
de £Ibe 	d ñ 	Zo 

48 57.6 /4.6448 3.72777 'i.3296(/d'31 
490 57.6 /4.7528 3.78/77 3•3191(/0"3) 
492 57.6 /4.6472 3.72168 3,0/9/(/0'3) 
Dei~ /72.8 44.0448 //.23722 1.05578(/d2f 54 /.955/5(/01 

fn#ice 0.0 0.0A.O 2.5765(/Ú4) 
Tota.L /72.8 4;x.0448 //.23748 /.09499(/U'2) 58 

lk e 	:cia 3.29IOJJ(/C 	) 4 9.80250f/d"S) 	OJO' 

T•-'h l a 2. Análisis de Covar.i anza para H0 : 

b488 + m488(N)  = b490 + m
490(N) = b492  + m492(N) 

se construyó la siguiente tabla: 

Exrae Ttpko de £ót nio" E,etimoc z del /isípnvato(Co z an a det 
Longh!Ld de ovada (n) 	Relativo 1%) 	99 1La 	¿nveuea camita L A6 	/a (j%) 

	

0.775 	 3414X0./7994 
490 	 0.668 	 3.796 t 0.15386 
492 	 0.648 	 3.8/6  t 0.15026 

Donde se observa que el error típico relativo (S/2) ocurre 
yx 

a 492 nan6metros, por lo que el intervalo de predicción inversa 

(ejemplo Abs=1) da intervalos más poqueños y por lo tanto más 

precisos, por esto las lecturas de absorbancia del complejo 

se deben de efectuar r. esa longitud de onda. Este criterio fue usado 

debido a la naturaleza del uso de las curvas de calibración en la 

color imctrfa. 



Sistema NeriFolina-Cinitrobenzoato 

Desarrollo: 

-Se prepararon diluciones a partir del la Disolución Estándar 

"F" de Nerifolina, las cuales contengan respectivamente 10 mg (1), 

30 	mg (2),  40 mg m (3), 50 m9 (4), y 60 mg"'; (5). 
-Se marcaron 20 tubos de ensaye (3 con A, 3 con 8, 3 con C, 3 

con D, 3 con E, 5 con F) y se agregó lo que indica la siguiente tabla: 

Tubo 	A 	3 	C 	D 	E 	F 

2 ml 2 ml 	2 ml 	2 ml 	2 mi 	2 ml 	Dilución de la Disolución 
(1) 	(2) 	(3) 	(4) 	(5) 	(6) 	Est6ndar "F" de Nerifolina 

1 ml 	1 ml 	1 ml 	1 mi 	1 ml 	1 mi 	Etanol 

-Se agregó a los tubos marcados con A y a un tubo marcado con 
F, 5 ml de Hidróxido de Sodio al 0.8, 2 ml de Acido 3,5 Dinitro 
benzoico, y se dejó reposar a una temperatura de 1° C por 12 minutos. 

-Se determinó la absorbancia del contenido de los tubos A a 536, 

538, y 540 nanómetros (asignadas al azar), usando como solución de 

referencia al contenido del tubo F. 

-Se efectuó el mismo procedimiento para el contenido de los tubos 

8, C, D, y E. 

Soluciones 

Disolución Estándar "F" de Nerifolina 

-Se desecó al vacio la nerifolina a 1000  C durante 2 horas. 
-Se enfrió en un desecador. 

-Se peso con exactitud 50 mg de nerifolina, se depositaron en 

un matraz aforado de 50 mi, y se disolvieron en una poción de etanol. 

-Se llevo a la marca de aforo con el mismo disolvente, y se 

agitó por inversión. 



Diluciones de la Disolución Estándar "F" de Nerifoline 

-Se marcaron 5 matraces aforados de 10 ml (1, 2, 3, 4, 5) y se 

agregó lo que indica la siguiente tabla. 

Matraz 	1 	2 	3 	4 	5 

1 ml 3 ml 	4 ml 	5 ml 	6 ml 	Disolución Estándar "F" de 
Nerifolina 

-Se llevó a la marca de aforo con etanol y se agitó por inversión. 

Resultadgsi 

Concentración de Nerifolina (mg) 

2 	6 	8 	10 	12 

Longitud de onda 
(nan6metros) 

0.235 0.717 0.957 1.221 1.452 
536 	0.231 0.723 0.971 1.210 1.463 

0.235 0.717 0.975 1.215 1.44 

0.237 0.729 0.980 1.219 1.467 
538 	0.235 0.721 0.959 1.225 1.451 

0.233 0.720 0.972 1.225 1.459 

0.235 0.735 0.960 1.226 1.463 
540 	0.239 0.725 0.982 1.220 1.4(7 

0.237 0.727 0.975 1.228 1.452 

Discusiones: 

Las estadísticas del análisis de regresión lineal y correlación 

(Tabla 3), y las rectas de regresión respectivas (Gráficas 10, 11, y 

12) sugierern que bajo los condiciones experimentcdes la obediencia 

a le Ley de Lambert-Scer por el Complejo Ncrifolina-3,5 Dinitro 

benzoato es muy parecida a 53', 538, y 5'?0 nanómetros. Yo que cl 

experimento fue discRodo para determinar el efecto de la longitud 



LonuLtud de anda (nm) 

Coe(Lci.en e de Coi e2nci.ón (/0) 

Coa icLente de Regneá n (4b4/ rag%) (/0-jJ 
0ndenada aL 0n4r1t (Abe) 

fiutvn 74p¿ v de F_etim e n (AboJ !/0"3) 

536 538 540 
999.921 999.888 999.885 
/22.76/ /22.797 /22.660 
-/3.9/9 -/1.126 -7.48? 

5.9/7 7.044 7.128 

Tabla 3. Estadísticas de ^egresión y Correlación por, 

mínimos cuedredos e Ie Obediencia de le Ley de 

Lambcrt-Beer por el Complejo Ncrifotine-3,5 

Dinitrobcnzoeto. 

lboorboncto 

 

Concentración (eg%) 
? de rvortloltna 

Gráfica 10. Recte de Regresión por mínimos cuadrados p 

la obediencia de la Ley de Lombert-Ceer por 

el Complejo Ncrifolina-3,5 Dinitrobenzoato 

a 536 nm. 



Abaorbancla 

Concentrac(dn (gX) 
de Nºrtfoltna 

fnimos cuadrados a 
1 

de Lambert-Beer por 

,5 Dinitrobenzoato 

Concen t rac l6n (+'gX) 
de Nertjottna 

itnimos cucdrados ¿e 
de Lcmbcrt-Beer por 

3,5 Dinitroben=onto r 540 nm. 



de onda en los modelos lineales de regresión (Abs = m(N) + b + e) 

un análisis, de covarianza e los datos (Tabla 4) indicó que las 

diferencias en las estadísticas de regresión y correlación son debidas 

al error experimental y no el efecto de las longitudes de onda 

P ( 0.01) ya que el valor de F
cal 

mediante el análisis de covarienza 

es menor que el valor de F4,39;0.99, y por ende todos los datos se 

ajustan a un mismo modelo lineal de regresión. Debido a la necesidad 

de elegir una de las 3 longitudes de onda se construyo la siguiente 

tabla: 

Lanr¥t¥trxl 	 8 de ovada /nm1 	Ojr T1 	de £ó.t nación 	Eótúmar.Jn del /nL va2o (Con/.ran¥a del 99%) 
vo (%) 	pana 2a pnedEceJmn i,zvenaa (,b4 =1) (ç%) 

S36 	0.296 	8.259 t 0.14998 (/.82%) 

538 	0.352 	8-234t 0.17850 (2.17%) 

540 	0.356 	8.2/4 t 0./8082 (2.r%) 

En esta se observa que el valor mínimo del error típico de 

estimación relativo (S/2) ocurre a 536 nanómetros , y por consi 
Y 

guiente el intervalo de predicción inversa a la mencionada longitud 

de onda (ejemplo Abs=1) es más preciso, por lo que a 536 nanómetros 

tendrán lugar las lecturas de absorbencia del complejo en los cxpc 

rimcntos subsiguientes. 

EXPERIMENTO V 

Nombre: 	Cinética del Complejo de '.eisenheimer en función de 

la Temperatura. 

Sistema Nerifolinn-Piureto 

Dgs9rr9112i 

-Se agregó a 3 celdas del espectrofotórnetro lo que indica le 

siguiente tabla (2 celdas para S): 



x2 ¥x¥ 
¥ 

¥{s' 
g¥cadve de 

Reaidual 	Ciben#¥{ Cuadxdv media 

536 /77.6 2/.8024 2.6769/ 4.248/(/0-41 

538 /77.6 2/.81788 2.67866 6.0¥1j(10-41 
540 /77.6 2/.7844 2.67969 6.1639(1(T4) 

/.64323(/1 	39 	4.7/34/(/0"5) 

Fcc( F4,3` ;0.99 

De,ztno 532.8 65.3956 8.03327 

£'v .e 	0.0 	O.GI ) 6.16390(1(T4) 
7otc2 532.8 65.3956 8.02185/ 	/.?8642(/(T3) 43 

2.4j/94¥ 4 6.07985(/0 51 1.44 

TbIo A. Anál isi c!c Covrii:za pera Il: 
br3( + riS3 (̀¥') - 6534 + m538(*') -  

V 

5.74 

Celda 	A 	s 

1.5 ml 	- 	Solución Estándar "C" de Nerifoline 

- 	1.5 ml 	Etanol 

1.5 ml 1.5 ml 	Reactivo Alcalino de Picrato 

-Se agitó por inversión, se registró en el graficador además 

de anotar las lecturas de absorbancia del complejo c 492 nanómetros 

hasta un tiempo de 75 minutos, a una temperatura cercana a los 50° C, 

utilizando a B como referencia. 

-Se repitió el experimento utilizando temperaturas cercenes 

e 40° C, 30° C, 20° C, 15° C, 10° C, y 5° C respcctivcmente. 

Resultados 

Pasar e la siCuiente p6jine. 



7 4V.0 

(eeg) lec (Aba) 

150 0.89/ 
180 0.979 
210 /."S6 
240 1.1(X) 
270 /./39 

/./7/ 
330 /./96 
350 /.2/3 
390 /.a7 
420 1.2 
450 /.244 
480 /.25/ 
5(0 /.25/ 
540 1.249 
570 

1.246 
639 1.242 
690 1.235 
720 /.23/ 
750 1.225 
780 1.222 
8/0 /.2/7 
840 /.212 
870 1.207 
900 1.203 

1.29/ 
960 1.193 
990 

/./84 / 20  
1050 1.178 
/080 /./74 
///0 1.169 
//40 /./65 
//70 1.160 
/XO 1.155 
/2301 /./5/ 
/260 1.146 
/290 1.141 
/32') 1.137 
/350 1.133 
/380 1.128 
/4/0 1.124 
1440 1.119 
/470 /.//5 
/500 /.//o 
1530 /.106 
1560 1.102 
1590 1.098 
/620 /.093 

í 	' 

5/./5. 	T 51.15 

yw f~) ¡cctuca'(116e.1 5 1~ (eegl .Cecú+na (4b4) 

/50' 0.834 /590 
/80 0.9/4 /620 
2/0 0.970 /650 
240 /.0// 1680 
270 1.032 /7/0 
50D 

 
1.040 /740 

330 1.044 1770 
360 1.041 /800 
390 1.0 /860 
*20 /.025 1920 
450 /.0/3 /980 
*80 1.000 a940 
510 0.984 2/09 
540 0.968 2160 
570 0.952 223) 
600 0.937 2280 

• . 630 0.94-4 2340 
•  0.911 2409 

690 0.898 2460 
720 0.&% 2520 

0.. 863 
2580 

• 780 2 
8/0 0.853 2760 
840 0.843 2980 
870 0.833 3/a;' 
900 0.824 .3240 

330 
960 0.¥ 3480 

 3509 
/0020 0.89 
/050 0.782 3920 
/080 0.776 4/40 
///0 0.769 4327 
//40 0.763 4500 
//70 0.756 
lxo 0.749 
/230 0.742 
izso 0.735 
/290 0.727 
/320 0.72/ 
/350 0.7/5 
/380 0.708 
/4/0 0.70/ 
/4410 0.695 
/470 0.689 
/9X 0.683 
/53 	' 0.677 
1960 0.670 

0.665 
0.659 
0.653 
0.648 
0.643 
0.637 
0.63/ 
0.635 
0.6/6 
0.606 
0.596 
0.586 
0.577 
0.568 
0.559 
0.550 
0.542 
0.534 
0.525 
0.5/7 
0.5/0 
0.502 
0.487 
0.472 
0.446 
0.433 
0.422 
0.410 
0.409 
0.379 
0.370 
0.356 
0.344 
0.333 



/650 
/680 
/710 
1740 
1770 
/800 
/860 

20 
1980 
2040 
2100 
2/60 
2.29 
2280 
2340 
24G.7 
20 
2520 
2580 
2540 

20 
3/a' 
3240 
3360 
34so 

3780 
¥ 40 

4327 
4500 

1.089 
1.045 
/.08/ 
/.076 
1.072 
/.068 
/.059 
/;05/ 
1.043 
1.035 
1.027 
1.018 
1.0/0 
/.000 
0.994 
0.986 
0.979 
0.97/ 
0.963 
0.955 
0.940 
0.924 
0.9/0 
0.896 
0.882 
0.869 
0.854 
0.84/ 
0.82/ 
0.80/ 
0.782 
0.764 
0.746 

7 	 7 31.6 
	

7 31.6 

Í,CP1tpo (4Gf) 	.tw..#una (,41'4) 
	¿ie.Tpo 14eg1 	..C¢dwrz (A54) 	Lcerpo.(4ev) 	£ectuxa (AG4) 

/50 0.869 
/80 0.963 
210 1.04/ 
240 /.094 
270 1.148 
3X 1.194 
330 1.23/ 
350 1.264 
420 1.323 
¥ 

1. 
1.3360 

540 
9 

1.33/ 
570 1.391 
6W 1.401 
630 /.4'19 
660 1.415 
690 1.4/ 9 
720 1.423 
750 1.427 
780 1.430 
8/0 /.432 
840 1.434 
870 1.435 
900 1.36 
930 1.436 
960 /.437 

/0 1.435 
/050 1.435 
/080 1.435 
//lo 1.435 
/140 1..434 
1170 1.434 
¡XX) 1.434 
/230 1.434 
/260 1.434 
/290 1.434 
/320 1.434 
/350 1.434 
/380 1.434 
/4/0 1.434 
/440 1.434 
/470 1.433 
/5(X) 1.432 
1530 /.43/ 
/560 1.429 
1590 1.427 
/620 1.425 
/650 1.423 

/680 /.4P2 
/7/0 1.4X 
/740 /.4/8 
1770 1.4/6 
/800 /.4/4 
/860 /.4/0 
/9'p /.405 
/980 /.40/ 
2~ 1.396 
2100 1.39/ 
2/60 1.387 
'220 /:38/, 
2280 /.377 
23`0 1.372 
24%0 1.366 
2460 1.35/ 
2520 1.356 
2580 1.351 
2640 1.345 
2760 1.335

2 
3030 1.311 
3/50 1.301 3240
¥ 1.282 
3480 1.271 
3609 /.26/ 
3780 /.24'i 

4140 1.212 
4320 1.196 
4500 1.180 



7 20.2 T X).2 7/4.9 

.tieny o (eeg) Lectuxa (Rb4) iLempo (eeq) .Cectiw, (Aba) #.Len o (eeg) 	ter..tL 	(A64) 

/50 0.907 /650 1.582 150 0.855 
180 0.965 1680 1.582 /80 0.948 
210 /.045 17/0 1.583 2/0 1.024 m 1.111 1740 1.583 240 /.086 
270 1.175 1770 1.583 270 1.144 
300 1.224 /8( 1.583 300 1.192 
330 1.266 /860 1.583 330 1.240 
360 /.374 1927 1.583 360 1.276 
350 /.334 /980 1.583 390 1.309 
420 1.362 20)40 1.583 427 1.337 
450 1.387 2/21 1.583 450 /.356 
480 1.410 2/60 1.582 480 1.39/ 
5/0 1.427 2220 1.58/ 510 1.4/3  
540 1.4'6 2280 1.58/ 540 1.433 

.570 1.463 2340 1.580 570 /.452 
600 1.477 24(20 1.579 600 1.458 
67) 1.489 2460 1.578 630 1.48/ 
660 1.501 2520 1.577 660 1.496 
690 1.5/1 2580 1.576 690 1.515 
720 /,520 2640 / •575 727 /.52/ 
750 '1.527 2760 1.573 750 1.532 
780 . /534 2280 1.570 780 1.50 
8/0 1.54/ 1.565 8/0 1.55/ 
840 1.547 3121 1.559 840 1.560 
870 1.552 3240 1.554 870 1.567 
900 1.557 3360 1.550 900 /.574 
930 /.56/ 3480 1.547 930 1.591 
960 1.564 3600 1.546 960 1.586 
990 1.567 3780 1.543 99(3 1.591 

/02) /f/ 3990 1.540 /03') 1.596 
1050 /.523 4140 1.537 /050 1.60/ 
1080 /.575 4329 /.533 1080 1.606 
/110 /.577 4500 1.529 ///0 1.611 
1140 1.578 1140 1.6/4 
1170 ¡.579 1170 1.617 
/2X) 1.580 /20') 1.621 
/230 1.581 1230 1.624 
/240 1.58/ ¡.'60 1.625 
/290 1.58/ 1290 1.629 
1320 1.58/ /3.?0 1.631 
/350 1.58/ 1350 1.633 
1380 1.58/ 1380 1.635 
/4/0 1.581 14110 1.636 
1440 1.58/ /440 1.638 
1470 1.58/ /470 1.640 
/500 1.58/ /500 1.64/ 
/530 1.58/ /5) 1.643 
1560 1.581 /560 1.644 
1590 1.582 /590 1.645 
1620 1.582 16 1.645 

/650 1.646 



(aey ) 
/680 
/7/0 
1740 
1770 
/800 
1860 
/920 
/980 
X40 
2/00 
2/60 
2239 
?280 
2340 
2409 

2520 
2580 
x40 
2760 
2880 

3/27 
3?40 
3360 
31180 
3502 
3920 
4/40 
4339 
4500 

CI /4.9 . 	 7 
	

9.9 
	

7 

Lectwna (Abe) 
1.647 
/.648 
1.649 
1.649 
1.650 
¡.652 
1.653 
1.653 
/.654 
1.654 
1.654 
/.654 
1.654 
1.654 
1.654 
1.654 
1.653 
1.653 
1.653 
1.652 
/.652 
/.65/ 
1.649 
/.647 
/.644 
1.640 
1.638 
1.638 
/.637 
1.636 
1.635  

£ enivo (4e2) 

/50 
/80 
210 
?40 

330 
350 
390 
420 
450 
480 
510 
540 
570 
600 
630 
660 
690 
729 
750 
780 
8/0 
840 
870 
900 
930 
960 
990 
/0? 
/050 
/080 
///0 
1/40 
1/70 

/233 
/260 
/?90 
/3x0 
/350 
/}30 
/4/0 
/440 
/470 
1500 
/530 
/560 
/590 
/620 

.tw-:b a (,bc) 
0.775 
0.863 
0.938 
0.999 

1.146 
1.186 
/.221 
1.252 
1.280 
/.309 
/.332 
/.353 
/.374 
/.394 
/.4/1  
/.428 
/.444 
/.459 
/.471 
1.483 
1.495 
/.506 
1.517 
1.527 
/.537 
1.544 
1.5;2 
/.559 
1.566 
/.573 
/.580 
/.586 
1.59/ 
1.596 
/.60.? 
1.607 
/.6/1  
1.615 
1.6/8 
¡.622 
/.6.'5 
1.628 
1.63? 
1.634 
1.638 
/.639 
1.643 
1.644  

tiempo (eeg) 
/650 
/680 
/7/0 
/740 
1770 
/800 
/360 
/920 
/980 
..40 
'1A7 
2/60 
2220 
2280 
?340 
7400 
2460 
?520 
2580 
%40 
-760 
7880 

3/0 
3240 
3560 
3480 

3780 
3960 
4/40 
4370 
4500 

.(euca (4641 
1.647 
/.649 
1.65/ 
1.652 
/.655 
/.655 
1.658 
1.66/ 
/.664 
1.666 
/.667 
/.669 
/.671 
/.672 
/.673 
/.675 
/.675 
1.676 
/.677 
1.677 
1.678 
1.679 
1.679 
/.679 
1.679 
1.679 
1.679 
1.679 
1.679 
1.679 
1.679 
1.679 
1.679 



J 

T 

;.Le•po (*eg) 

4.85 

. tcdw a (Abe) 

4.85 

.Lec fina (A6e ) 

/50 
180 
210 
240 
270 

33,  
360 
390 
420 
450 
480 
5/0 
540 
570 
600 
63 
660 
690 

750 
780 
8/0 
840 
870 
9W 
939 
960 
990 
/020 
/050 
/OSO 
///o 
//40 
//70 
/3J0 
/230 
/260 
/ami 
/320 
/350 

. /380 

%440 
/470 
/5W 
/530 
/560 
/590 
/6.x1 

/650 
/680 
/7/0 
/740 
/770 
/807 
1860 
/93) 
/980 
2040 
2100 
2/60 
2220 
?ao 
?340 
24W 
2460 
?520 
?580 
2640 
2760 
2480 

3/20 
3240 
3360 
3 

3780 
3960 
4140 
4.320 
4500 

0.863 
0.949 

. /.0/9 
1.082 
/./33 
1.177 
/.2/6 
1.250 
/.277 
1.407 
1.332 
1.355 
1.374 
1.393 
/.4// 
/.427 
/.435 
/.449 
/.462 
/.475 
1.488 
1.499 
/.5/0 
1.5/9 
1.527 
/.537 
/.547 
/.552 
1.559 
1.565 
/.572 
1.577 
1.583 
1.589 
1.595 
/.599 
/.603 
/.608 
/.6/2 
/.6/6 
1.620 
1.623 

1.6 
/.634 
1.637 
/.640 
/.64? 
/.644 
/.647  

1.649 
/.65/ 
1.653 
/.655 
1.657 
/.659 
/.66/ 
1.665 
/.667 
/.670 
1.673 
1.675 
/.677 
/.679 
1.68/ 
1.682 
1.683 
/.684 
1.685 
1.686 
/.687 
1.689 
/.689 
/.689 
1.690 
/:69/ 
/,69/ 
/ .69/ 
1.691 
/.69/ 
/.69/ 
1.691 
/.69/ 

T es el promedio de los temperaturas 

reOistrcdas ol inicio y el final del 

experimento. 



Discusiones: 

Los modelos c i n6t i ces propuesto; perc'. prrdec i r I u cbsorbane i e 

del complejo (Abs) en función del tiempo, pueden ser representados 

mcd i ente loo siguiente Función: 

Modelo 1 	Abs = f(t) = c( e-ct - e-dt) 	.....(1)  

Modelo II 	Abs = f(t) - E( e-ct - c-ft) 
 - G( e-ct - e- dt) 	..,..(2)  

Los que pueden ser representados como: 

Abs = A e-at  - v c-bt 	.... (3) 

Donde para que exista la identidad se tiene que cumplir para: 

Modelo 1 	 Modelo II 

	

A='C 	 A=E 

	

F = C 	 B = G 

-at 	-ct 	-at 	-ct 	-ft O 	= c 	 e 	= e 	-c 

-bt 	-dt 	-bt 	-ct 	-dt e 	= e 	 c 	= e 	-e 

La función (3) describe una fase de formación (I3 e_bt)  y una 

fase de destrucción (A 0
-at) del complejo de Meisenheiner, de la que 

se puede inferir 3 posibles ecuaciones, resultantes dependiendo de la 

magnitud de la velocidad de formación (Vf) y destrucción (Vd) del 

complejo en el tiempo. 

1) Si Vd>'E  para todo tiempo, se tendrá la siguiente ecuación: 

Abs = A e-at 
	..:..(4) 



Siendo la gr¿.f i ca que caractcr i _c I . ert'er i or ecu i 6n 

Al tabular .los datos de la gráfica se tiene: 

Tiempo.. 	Absorbancia 

t1 	Abs1  

t, 	Abs,, 
	Donde se observa que: 

t3 	Abs3 
	Abs1> Abs,›Abs3>....>Absn>.... = Abs 

' 	 Al someter los datos tabulados e re 

gresi6n y correlación exponencial, serán 

tn 	Abs 	caracterizadas le ordenada el origen (F.), 
n 

el coeficiente de regresión exponencial 

' 	 (a), y el coeficiente de correlación que 
t 	Abs 	

es una medida de la certeza de la ecuación 

pera explicar los datos experimentales. 

2) Si Vf>Vd  para todo tiempo, se sigue le ecuación siguiente: 

Abs = A - Q e-bt 
	

.....(S) 

Donde un grSfico que representa le ecuección anterior es: 



j.1t.; í,.TT..iTI.: 

Al tabular los datos de este gráfico: 

Tiempo 	Absorbencia 

t1 	Abs1 	En que: 

ty 	Abs. 	Absi<Abs2<Abs3<.... =Absm. x • .. -r,l'smáx 
t3 	Abs 3 	

Para ceracteri=ar las constantes de la 

ecuación (5), la absorbencia m.sximc registre 

de (Abs 	) es "A", mientras que para deter 
m x 

t 	Abs 	minar b y "S" es necesario aplicar el método n 	móx 
de la residual, lo que consiste en efectuar 

los siguientes cálculos y tabularlos de le 
tbo 	Abs 

m6x 	siguiente manera: 

Tiempo Absorbencia 

Al 	someter 	las difercn t1 Abs
m¥Sx - Al 

cias o residuales (de aquí 
Abs - A 

su nominación) a regresión - máx 

y correlación exponencial, t3 rb`m5;; A3 
se obtendrán el 	valor de 	las 

constantes "b" y "3", ademas 

de 	indicar 	le 	veracidad de t Abs' `fi r 	1 m:>: n-1 
le 	ecuación para c;ipi loar 	los 
datos experimentales por cI 	coeFicíente de 	correlación. 



3) Si Vf '!d, V f V d, V f Vd atraves del tiempo (en ese 6rden) 

se cumple la siguiente ecuación: 

Abs = A e-̀ " _ B e-bt 	......(3) 

Por lo que una gr¥5fica que describe e le ecucci6n anterior es: 

La que es dividida en 2 partes (linea punteada) para poder 

caracterizar las constantes de la ecuación en la fase de destrucción 

dei: complejo (a la derecha de la finca punteada) y la fase de forma 

alón del complejo (a la izquierda de la linea punteada). 

Al tabular los datos de la fase de destrucción dei complejo se 

tiene: 	. 

Tiempo Absorbancia 

tmáx. 

 

Abs 

táx+l m 
Abs 

Absm6x+2 

t méx n 
Abs m6x n 

t Abs 

Sometiendo estos datos a regresión 

y correlación exponencial se caracterizan 

las constantes "a" y "A" asf como el co 

eficiente de corrclaci6n pera la fase de 

destrucción del complejo. 



'Y a caracterizada la ecuación pera la fase de destrucción del 

•;omplejo se obtienen las residuo.les respectivas, les que sc tabulan 

'le la forma siguiente: 

Tiempo Absorbancie 

-at1  Y al 	aplicarles e estos datos regre 
t1  A e 	- Abs1 

sión y correlación exponencial el 	valor 

-at,, de las constantes "S" y "bM son encontra 
t 2  A e 	-Abs 2 

dos además de el coeficiente de correla 

-ata  ción para 	la ecuación de 	la fase de 
t3  A c 	- Abs3 

destrucción del complejo. 

t 	A e-atmóx-1 -Abs 	 i 
max-'l 	 mbx-1 

Én función de lo antes explicado se obtuvieron las ecuaciones 

o curvas de regresión (Tabla 5) para la cinética del complejo e las 

temperaturas experimentadas. En esta se observa una correlación 

aceptable entre le ecuación y los datos experimentales de la variable 

de respuesta (absorbencia del complejo), lo que puede apreciarse 

mejor .en las gr;ficas siguientes las que permiten comparar visual 

mente le predicción de la variable de respuesta utilizando io ecuación 

de regresión respectiva (cinética calculada) con el registro de le 

variable de respuesta observada (cinética observada). 



l5 75 

Tei p a *a AbeoxciSn Al Co.iipLe fo ¿Ve n aLL PLcicí a en fiuwLae 	Caerf i.c¿ene de Coa~¿.c-¿&% 
¿el 	iir#oo 	( 	) Deefnaccfón ron= én 

51./50 C /.0689 x./860 !/0 6 ji_ //.6/50 e 6.975. !/dj tl 952.766 !/(T3) 991.334 //(T-) 

40.(7• C 1.35.) é 3/•776 f/d'b .tl _ 	1.7029 .78/4 " 	t! 994.780 (ld3) 998.734 (/(T-) 

é 4'// (/0 6 t1 	-2.6755  (ItT3 #1 997.524 (/0'3J 990.442 (/0 3) 3/.60• C 1.5870 	- 4.7452 

37.3)' C 1.6396 é 5.8454 f/0 6 #J _ 0.6954 e .4ó07 (dU-j ji 990.488 (/0'3) 988./86 ¡1(T3) 

/4.90' C 1.68// e ' ' ¡/dms 	t1 _ /.//27 e .654/ ¡/0'3 tJ  96/.444 (/(T3) 994.324 (/(T3) 

9.90 C 1.6790 .► /.2434 1 -2J.)32  (/0-j 00~ 995.305 

4.85' C 1.69/0 - 0.959/7 i /•9645 	t! OGb.GlX1 996.770 f/(f31 

Tebla S. Curvas de 2egresi6n Eponencial 	para 	la CinItica 

de Absorbencia del Complejo Neri:fo(ine-^iGrato e 

492 nm. 

Teny 	ca ¥a 51.15• C 

i 	
r 1.5 

(-) caii.-a  obee'cvala I 
( 	) Cp¥ ,¥•,a calaL 	La 



Tannnn*n,, ¿vr i 

II 

0.5 

Tempe'w.twuz 3/,6 C 

(-) Qn.Lca ob4eAvadcz 
(.1 aa cacuLdtz 

i5 	25 	35 45 	55 	65 

6 

75 



1.S 

¥` t 	 (-) CuL¿¿ ca obzenvala 
l • i Unái ca c2[.ad da 

• 0.5 

t 5 	? 	 45 	55 	65 	.75 

t.5 

l -1 C&laica. ob4~,da 
( •) an&L ca calculc¿a 

• 0.5 

mino doé 
5 	15 	? 	3 	45 	S 	65 	75 
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De los modelos prol-uestos pera predecir I,: .'bsorbcn i ,. de 1 

complejo en función del tiempo (1), (2), en el Modelo 1 las cxpo 
nenciales son multiplicadas por un mismo coeficiente, lo que permite 

indicar que el equilibrio entre el etóxido y la nerifolina para dar 

el anión furflico no se alcanza en las condiciones experimentados 

ya que en todas las ecuaciones encontradas existen diferencias en los 

coeficientes, es el Modelo I1 el que explica los diferencias en los 

coeficientes lo que sugiere su posible validez aunque para su compro 

baci6n total son necesarios los estudios cinéticos en función de 

reactivos y solventes, por lo que unicamente el estudio cinético en 

función de la temperatura permitió discernir ambos modelos en función 

de los coeficientes mencionados. 

El tiempo de lectura de una técnica colorimótrica se define como 

el tiempo en que se debe de determinar la absorbencia del compuesto 

colorido después de le adición de un reactivo (o reactivos) a la 

solución de la molécula que de lugar a este bajo las condiciones de 

trabajo. Para elegir el tiempo de lectura en un desarrollo colorí 

métrico se debe de llegar a satisfacer 2 condiciones simultaneemente, 

de ser posible: 

i) La ebsorbancic del compuesto colorido debe de ser mbxima. 

ii) El cambio de la obsorbancin en el tiempo-dehe de ser mínima. 

Donde lo anterior sugiere un intervalo de tiempo de lectura, más 

apropiadamente que un tiempo de lectura. 

Al observar las gráficas de la ecuación (3) de la cinética de 

absorbencio del complejo, únicamente en 2 de ellas se pueden cumplir 

las 2 condiciones mencionadas:  

La siguiente gráfica:  

La que es descrita por l. ecuación 



La determinación de la primera condición se puede efectuar 

gráficamente al evaluar el tiempo de absorbencia máxima, o analítica 

mente obteniendo el máximo de la ecuación (3), lo que consiste en: 

d(Abs)/dt = b 8 e-bt - e A e-et 	..... (4) 

d(Abs)/dt = 0 = b B e- tm¥x - 
a. A e-atm5x 	...(5) 

tmíx = ((In b + In B - (In a + In A))/(b - a) 	.....(6) 

Y con la fórmula anterior se determina el tiempo de absorbencia 

máxima analíticamente, lo que tiene asociado un valor de absorbencia 

máxima (Abs 	). 
m¥x 

La segunda condición puede cumplirse al proponerse un valor pare 

el cambio de absorbencia del complejo alrededor de la absorbencia 

máxima de este; st se propone un error relativo de 0.1;'. (0.002 de 

ebsorbancia)'cn el cambio, qs decir Abs 	± 0.002 lo que tiene max 
asociado un intervalo de tiempo (tiempo inferior y tiempo superior), 

pudiendose determinar gráficamente o analíticamente mediante métodos 

iterativos, ya que las ecuaciones: 

Absmax + 0.002 _ A e 
-at 	-bt 

sup. - C e 	sup. 
.....(7) 

Absm6X - 0.002 = A e -at
in . - 
	e-btinf. 

No pueden ser resueltas anal ít i c; mar c p•-. c. 	I t i • .:. 

Le siguiente grn f i c..: 	 -- 

La que es descrito por 1a  

ecuación: 

Abs - A - 13 c-bt 	..... (5)  



Lz. máxima absorbancic, en la ccuaci6n ::ntcrior tonto ,rffic_mcntc 

como anlalíticenente corresponde nI velar de le constante "A", debido 

a que es la asíntota vertical de IG gráfica, por lo que: 

-b 
Absmáx = A- B e 	= A-0 .....() 

tm. 

De donde se llega a: 

Absmáx = A 	.....(1o) 

Y esto ocurre gráficamente en un intervalo de tiempo a partir 

del momento en que se llega a ese valor de absorbancia, mientras que 

analíticamente dpende del valor mínimo de la escala del aparato 

(espectrofot6metro). 

La segunda condición podrá cumplirse en forma semejante al caso 

anterior, por lo que el intervalo de tiempo de lectura gráficamente 

tiene como valor inferior a el valor asociado de A - 0.002, y para 

determinarle analíticamente se plantea: 

-bti  A - 0.002 = A - 8 
enf 	.....(11) 

3 

Llegando a: 

t
inf = (In B + 6.21461)/ b 	.....(12) 

Siendo cl valor superior de intervalo para ambos método= (gráfico 

y analítico), el tiempo que dura la experiencia. 

En base a lo anterior se determinó gráficamente y analfticrr'.r.rtc 

el intervalo de tiempo de lectura asociado a cada temperatura experi 

mentado (Tabla 0), lo que permitió elegir como temperatura de 



AML/T/CAtIEh7E 

Tempenisuxa 	1n huata de Tiempo de Cectwca (mie) 	Po'ciento de Eejwt Relat¿vo en .Ca Leca 

3/.60• C (/6.5 a 21.51 0.15 
x).29* C [211.5 a 34.0) .. 0./O 
/4.90 C [29.5 a 44.0] 0.10 
9.9eCC [47.0 a 75.03 0.10 

4.85• C (53.0 a 75.0] 0.10 

7»aweA 	xa /nfiwaJo de Tiempo de l ecúuve (mie) Pokc z.e v o de Ennon Re1R.t i vo en ta Ledujra 

3/.60• C r/4.0 a 24.0 0.15 
20.20• C (20.5 a 38.03 0.10 
/4.90' C 13/.0 a 48.0] 0./0 

9.90' C [113.0 a é5.01 o./o 

4.85' C 48.0 a 75.0 0./0 

Tabla 6. 	Intervalo dq Tiempo de Lectura de Absorbencia 

para el 	Complejo Clerifolina-Picreto a 492 nm. 

incubación del 	complejo (T.) a 
i 

una temperatura aproximada de 10° C, 

usando como criterio de elección los datos suscritos en 	la siguiente 

tabla: 

Tempenawca de 	E{iceLtaia Re/iztiva del /ntexva(o de- Z empo de LecLuta (%) 
In¿abacJó►e (' CI 	 MaLÍJ. ca 	 Cvuí¥iea 

	

20.20 	 /2.67 	 23.33 

	

/4.90 	/9.33 	22.67 

	

9.90 	37.33 	42.67 

	

4.85 	29.33 	36.() 



En que el porcientó de eficiencia relativa del intervalo de 

tiempo de lectura se definió como el porciento de la razón, de la 

diferencia en segundos del Límite Superior con el Límite Inferior 

y el tiempo tótal en segundos que dura la experiencia de la cinótice 

de absorción del complejo ((t- tinf)/4500);%, lo cual ocurre tanto 

gráficamente como analíticamente a.9.90  C. 

Ye caracterizada esta variable independiente (T.) en 10° C, es 
r 

de esperarse que al retirar la solución a determinarlo su absorbancia 

del baño de incubación, los parámetros cinóticos del sistema cambien 
debido a la variación de la temperatura en el sistema, lo que hace 

aumentar el error sístem6tico en las lecturas, ocurriendo esto fre 

cuentemente ya que la mayoría de los aparatos de medición no poseen 

integrado un baño termostático. 

Sistema Nerifolina-Dinitrobenzoato 

Desarrollo: ........... 
-Se agregó a 3 celdas del cspectrofotómetro lo que indica la 

siguiente tabla-.(2 celdas para B): 

Celda 	A 	B 

0.9 ml 	- 	Disolución Estándar "0" de Nerifo1ine 

- 	0.9 ml 	Etanol 

0.6 ml 0.6 ml 	Hidróxido de Sodio al 0.S°_' 

1.5 ml 1.5 ml 	Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 2% 

-Se agito por inversión, se registró en el graficedor además 

de anotar las lecturas de ebsorbancia del complejo a 536 nanómetros 

hasta un tiempo de 75 minutos, a una temperatura carcena e los 50° C 

utilizando e 3 como referencia. 

-Se repitio lo experiencia utilizando temperatura cercanos e 

00  C, 30° C, 20° C, 1 0̀  C, 10°  C, y 5°  C. 



Resultados 

T 5.95 
(eeg) 	/ea uxa (A64) 

/50 0.575 
/80 0.503 
2/0 0.452 
240 0.4/5  
270 0.386 
3V 0.353 
33) 0.343 
30 

0.324 
39 

I 	420 0.297 
450 0.284 
480 0.272 
5/0 0.ai/ 
540 0.252 
570 0.242 
600 0.233 
633) 0.224 
660 0.2/6 

T 57.95 
Lmpo (uzl £ecú rta (A641 

780 0.187 
8/0 0.18/ 
840 0.174 
870 0.168 
900 0.162 

9 ó148 
/0?) 0.143 
1050 0.139 
1080 0.134 
///0 0.130 
l/40 0.126 
1170 0.122 
/aro 

 
0.119 

1239 0.//6 
/260 0.112 
/290 0.109 
/3a 0./06 

T 50.95 

tirrtpo (ec9) 	lec wca (,1641 

/u0 0.095 
/470 0.094 
/SCt7 0.09/ 
/S3) 0.089 
/560 0.087 
/590 0.085 
1620 0.083 
1650 0.08/ 
/680 0.079 
1710 0.077 
/740 0.076 
/770 0.074 
/8X 0.073 
/830 0.07/ 
/860 0.070 

S 	ó:- 
750 	 0./93  

130 	0.103 
0.lo/ 

/4/0 	0.098 

T es el promedio de las temperaturas registradas el inicio 

y al final del experimento. 



7 	40.4 7 	40.4f 7 	31.2 

£Lti po (.g) 	.Lechaa (Abe) #.rpo (aeg) 	¿ c u tz (ASe) íiunpo (ó) 	tetona (Abel 

/50 0.689 /650 0.268 /50 0.878 
180 0.666 1680 0.354 180 0.924 
210 0.652 /710 0.259 210 0.939 
240 0.627 /740 0.255 240 0.945 
270 0.610 1770 0.25/ 270 0.947 3V 0.594 /8(X) 0.247 300 0.942 
332 0.582 1860 0.239 330 0.937 
360 0.568 /920 0.232 360 0.931 
390 0.556 /980 0.225 390 0.925 
420 0.542 2040 0.218 427 0.9/7 
450 0.532 2100 0.211 450 0.909 
480 0.521 2/60 0.2011 480 0.90? 
510 0.510 2220 0.198 5/0 0.895 
540 0.500 2280 0.192 540 0.887 
57v) 0.491 2340 0.187 570 0.879 
600 0.483 2400 0.181 600 0.871 
630 0.475 2460 0.175 630 0.863 
660 0.466 2520 0.17/ 660 0.8SS 
690 0.458 2580 0.165 690 0.847 
770 0.449 2640 0.160 720 0.840 
750 0.442 2760 0.151 750 0.833 
780 0.434 2887 0.143 780 0.825 
8/0 0.427 0.135 8/0 0.817 
840 0.1121 3120 0.127 840 0.8/0 
870 0.4/3 3240 0.12/ 870 0.803 
900 0.406 3360 0.1/4 900 o.796 
930 0.399 3480 0.108 930 0.789 
960 0.392 3660 0.103 960 0.783 
490 o. 386 3780 0.095 990 0.776 
1020 0.379 3990 0.088 1029 0.769 
/032 0.373 4/40 0.083 /050 0.763 
/oso 0.367 4320 0.074 1080 0.757 
1/10 0.360 115W 0.069 //10 0.75/ //40 0.356 1140 0.745 
%/7() 0.31'8 //70 0.735 

/2 0 0.338 /2) ó 726  
%260 0.33/ 

/260 0.720 
1290 0.714 

1320 0.32/ /329 0.707 
/350 0.315 /350 0.70/ 
1380 0.310 /380 0.696 
14/0 0.305 /4/0 0.690 
/440 0.300 /440 0.684 
/470 0.195 /470 0.678 
/560 0.29/ 1500 0.672 

1560 0.666 %¥ 0. 
l560 0.660 

1590 0.276 /590 0.655 /629 0.272 



7 .0.2 

¿!mpo (de9) 	Lcctlwl (Ab^e) 

/590 1.176 
/620 1.173 
/650 1.170 
1680 1.166 
/7/0 1.163 
1740 /./60 
/770 1.157 
/800 /./54 
/860 1.148 
/920 1.142 

19.110 1.135 
2040 1.129 
2100 /./23 
2/60 /.//6 
2220 1./09 
2280 1.103 
2340 1.095 
2460 1.088 
2460 /.08/ 
252 /.074 
2580 1.055 
2540 1.056 
2760 1.035 
2880 /.0// 
3500 0.993 
3/20 0.979 
3240 0.970 
3360 0.960 
3480 0.951 
3600 0.941 
3780 0.923 

7 3/.2 7 20.2 

£¿c.po (aeg) 2ectuna (Aba) ¿capa (ó') ¿cctwvr (464) 

/620 0.649 /50 0.956 
1650 0.643 /80 1.008 
1680 0.638 2/0 1.059 
/710 0.63? 240 /.097 
/740 0.627 270 1.126  
/770 0.622 3W 1./53 
1800 0.6/6 330 1.176 
1860 0.605 360 1.196 
/920 0.595 390 1.210 
1980 0.584 429 1.225 
2040 0.574 450 1.236 
2/00 0.565 480 /.245 
2/60 0.555 5/0 1.255 
?22o 0.545 540 1.262 
2280 0.535 570 1.268 
2340 0.526 600 /.27/ 
2409 0.517 63) 1.277 
2460 0.508 660 /.277 
2520 0.500 690 1.27-3 
2580 0.49/ 720 /.28/ 
2640 0.481 750 1.282 
2760 0.466 780 1.282 
2880 0.449 8/0 1.282 

Y) 0.434 830 1.282 
3/20 0.4/9 870 /.282 
3240 0.405 900 /.279 
3360 0.39/ 939 1.278 
3!,80 0.377 960 1.275 

0.364 990 /.274 
3780 0.346 /020 /.27/ 
3920 0.328 1050 1.267 
4/40 0.3/2 /080 1.266 
4320 0.296 /I/0 /.26/ 
'#560 0.279 //40 1.257 

//70 /.25/ 
/XV 1.246 
/230 1.21,0 
/260 1.233 
/290 /.228 
/320 1.222 
/350 /.2/5 
/380 1.X09 
/4/0 /.04 
/440 1.198 
/470 1.193 
1500 1.188 
1530 1.184 
/560 /.179 



T /4.4 	T /4.4 	7 /0.3 

ii.ev po (de91 	tectwta (Ab4) 	#.Ley o (4eg) 	ter twce (4b4) 	tiraapo (eeQ) 	£ec ww (Abó) 

150 0.960 /620 1.467 /50 /.000 
/80 1.027 /650 1.466 2N0 1./41 
2/0 1.081 1680 1.465 240 1.195 
2r,0 1.126 1710 1.464 270 1.245 
270 1.164 /740 1.463 300  

1.201 /770 1.460 330 1.316 
339 /.2.29 /800 1.459 350 /.347 
360 /.258 1860 /.455 390 1.33/ 
370 1.243 1920 1.45/ 420 /.4w 
420 /.303 /980 1.448 450 /.43/ 
450 /.324 240 1.445 480 1.455 
48p 1.339 21(13 1.440 510 /.475 
5/0 /.357 2/60 1.437 540 1.493 
S40 1.3Y 22X) 1.432 570 1.5/0 
570 1.383 2280 1.428 600 1.525 
600 1.373 2340 1.424 630 1.540 
630 1.403 2400 1.437 660 /.554 
660 1.4/2 24'60 1.416 690 1.567 
690 1.423 2520 1.4/2 7X) 1.575 
72 1.4¥9 2580 /.408 780 1.595 
750 1.436 2640 1.403 8/0 1.605 
780 /.44/ 2760 1.395 840 1..6/3 
810 /.07 2880 1.387 870 /629 
840 1.452 3~ 1.377 900 1.627 
870 1.456 3120 1.359 930 1.634 
yqp 1..460 31440 /.360 960 1.640 
9,30 /.464 3360 1.353 990 1.645 
9+60 /.466 3480 1.34/ /020 1.649 
990 1.468 .3 1.332 /050 1.654 
1020 /.47/ 3720 1.323 /080 /.657 
1050 1.472 3840 /.313 1/10 1.661 
/080 1.473 4029 1.279 1/40 1.666 
1//0 1.475 4xX) 1.284 /170 1.669 
1/40 /.475 43.90 /.270 /200 1.67/ 
/170 1.475 4560 1.255 /237 1.673 
1200 /.476 /m0 1.678 
1237 1.476 /290 1.679 
/260 1.476 1320 1.68/ 
/290 1.477 r 1.683 
/337/.4n /380 1.684 
/350 1.476 14/0 1.686 
/380 1.475 /4'K) 1.687 
14/0 /.475 /470 1.658 
/440 1.475 1500 1.689 
/470 1.475 153) 1.690 

/560 1.69:' 
% 30 1.473 1590 1.690 
1560 1.47/ 1620 1.69/ 
1590 1.469 /650 1.69/ 



7 /0.3 7 5.9 T 5.9 

íiempo (ee9) Lecteuca (Rbal tLeapo (ee,) ter una (Abe) tiempo (ee) ec&~ (464) 

/680 /.69/ /50 0.992 /680 1.723 
/7/0 /.69/ /80 /.070 /7/0 /.724 
/740 /.69/ 2/0 /./32 /740 /.725 
1770 1.69/ 240 1.185 /770 1.727 
/800 /.69/ 270 /.23/ /800 /.728 
/830 /.69/ 3X) 1.276 1830 /.728 
1860 /.69/ 330 /.3/7 /860 ¡.728 
/920 /.689 360 /.349 /890 1.72 
1980 1.688 390 1.377 1929 1.730 
3040 1.685 420 1.403 /950 1.73/ 
2100 1.684 450 /.428 /980 /.732 
2/60 1.682 480 1.450 2010 /.732 
2230 1.680 510 1.470 ¿040 1.732 
2280 /.678 540 1.489 2070 /.732 
2340 /.675 570 1.505 2/(0 1.732 
240) /.672 6(0 /.523 2/30 1.732 
?460 1.669 63) /.535 2/60 1.732 
2520 /.666 660 /.549 2/90 /.7?' 
2580 /.663 690 1.563 223) 1.732 
2640 1.660 720 1.576 7250 /.732 
2760 /.654 750 /.57 2280 1.732 
2380 1.647 780 /.594 23/0 1.732 
317010 /.640 8/0 /.605 2340 1.732 
3/20 1.633 840 /.6/3  2370 1.73? 
3240 1.625 870 1.620 ?400 1.732 
3360 1.616 900 /.63/ 2430 /.73/ 
3480 /.608 93) 1.637 2',60 /.730 
33(X) /.599 960 /.643 2490 1.729 
3780 • /.585 990 1.650 2570 1.729 
3990 /.572 /020 1.656 2580 /.77.9 
4/40 1.558 1050 1.662 2640 /.728 
43217 /.684 /080 /.669 2700 /.726 
1,50 1.525 ///0 1.672 2760 ¡.724 

//40 /.674 28V) /.722 
//70 /.680 2880 /.73? 
1200 1.685 3XO /.7/6 
/230 /.690 3/2V) /.7/2 
/260 1.693 3360 /.702 
/290 1.695 3480 1.696 
/320 1.699 3600 /.694 
/350 /.703 3780 1.687 
/380 1.705 3960 /.676 
/4/0 /.706 4/40 1.665 
/440 1.708 4'320 /.657 
/470 l.7// 4500 /.648 
/5(X) /.7/4 
/530 1.7/6 
/560 /.7/8 
1590 1.720 
1620 
/650 1.722 



1)íscusiones: 

Con los datos anteriores se obtuvieron las ecuaciones o curvas 

de regresión (Tabla 6) para la cin6tica del complejo a las tempe 

raturas experimentadas. 

	

Rbaonciá¥ ¿ 	C«upCejo 	3 5 lli¥ii tnose¥x¥Omto 	Coe i.c.Le zte de Ca+rneCnción 
Trpeiaúuriz 	 en 	 f 	1 	 ve 	An 	FotmacWn 

50.95' C 
0.4807 é !/.3390 (1(T&) 987.845 (/0- ) 

52.3708 (/0"5.t) 995.053 (/0P - 40.40• C 0.6535 

31.29' C 
-28.9623 (/T5) 	l 45?/ -J!T .9/22 (J 1 )J !.0356 e 	. 	- 	.. 	e•  949.96/ !/(f3) 997.248•fl0-jl 

1/.670) (/0-5.t) 	5.9358 (/073t) 986.743 f/Q 3) 984.248 f/Ø3) !7.á) C /.4a» é 	- /.2547 

/4.40• C /.5930 e •98!/ fld'S#J - 0.9434 c 3.!252 f!0'j.¥l 994.743 (/0-3) 999.537 (/Q.)) 

/O.-0- C /.8291 e '•8045 f/U'S #1 - !.0270 e •X576 f!Ó '' 989.017 (/0-3) 999.004 f/(f') 

5.90• C 1.8354 	-¥77 f/d'sil - /.011 	.9862 f/ája1 990.8/4 (lC-3) 995.842 (/0') 

Tabla 6. Curvas de Regresión Exponencial para la Cinética 

de Absorbencia del Complejo Ncrifolina-3,5 Dinitro 

benzoato a 536 nm. 

En esta se puede observar una correlación adecuada a la ecuación 

para explicar los datos observados, siendo esto mejor apreciado en 

la:, siguientes gr6ficas en las que se representa a la cinética obser 

vado (absorbencia registrada) y a la cinética calculada (absorbancie 

calculada a partir de la ecuación respectiva) e cada temperatura 

ensayada. 
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La determinación del intervalo de tiempo de lectura (Toblc 7) 

pera este complejo en el que a las tamperaturns experimentadas 

siempre existe una fase de destrucción, se encontró que une ecueci6n 

lincol para esta fase (A - et) de una mejor correlación pera las 

variables (Tabla 8), por lo que para determinar cnolíticamente el 

tiempo de absorbencio máxima a partir de la ecuación: 

Abs = A - ct - 6 c •bt 
	

.....(13) 

Se tiene que: 



iMAUT/C HEh7E 

Te.Tperca& 4z 

j/.29. C 

x .20' C 
/4.'0• C 

/0.30 C 

5.9' C 

Te o.vvztlura 

C 
X.20, C 

/4.40' C 

/0.30 C 

5.9' C 

/n#eiavaLo de TLeinpo de Leatuna (*ég) 	PoncLcruo de Euwx Ret t¿vd •nn ta tecúlna 

(z30 a dRO) 0./0 

t63 a 74TJ 0./O 

VOW a /3501 0./0 

[/4/0 a /4 0./0 

P770 a 2220) 0./0 

&W1C,1 ATE 

ltu eitva,Co de Twpo de lertuxa (e¢) Ponciento ¿e Fnnoit Re,Ceti.vo en La teetana 

[240 a 27c 0./0 

V720a9MI 0./0 

[// /O a  /470] 0./0 

G5O3a /9207 0./0 

(/920 a 24501 0.10 

Tabla 7. Intervalo de Tiempo de Lectura de Absorbencia 

para el Complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato 

a 536 nm. 

Abeonbanci.a del Compte}o Necia Una-3,51Jinitaoben¥oaty en ¥n deC tieny¥o (aeg) 
Co,uae ac* n 

a?.XY C !.3923 - 1.143 .338(/0 	) 	988.895(1("3) 1.428 	/ .670o(l(T5) 	986.743(/( 3) 

/4.4(7 C /.5805 - 68.9705(/Cf )t 	996.459(/('3) /.5930 e .98//(/0'S J 	994.790(1(T3) 

/OJY C 1.8174 - 61.60141/O
-6 

JI 	990.832(/0 3J !.829/ é 3' 	Sf1¥5#J 	989.017(/(T'3) 

:5.90- C /.830)2 - 39.1322(I0¥)t 	99/.56O(10) 
S 

1.8354 	'. 	77f/0" 	J 	990.8/4(/0"31 

Tabla 8. Ecuaciones y Coeficientes pero la Regresión 

y Correlación Lince¡ y Exponencial para le 

Destrucción del Complejo Nerifoline-3,5 Dinitrobenzoato. 

m 



-bt 
d(Abs)/d-(- = 0 -- 	- e 	.....(1-^.) 

t ; 	= in (b 3/ a.)/b 	..... (15) m.x 

Y dado un error relativo de 0.1;_' en el cembio de absorbaancia, 

esto da lunar: 

-bt. 
AbsmeX - 0.002 = A - atinf - 0 e

nf 	.....(16) 

-bt 
Absmáx + 0.002 = A - atsup -'á e 	sup 	.....(17) 

Y por lo tanto el intervalo de tiempo de lectura debe de ser 

resuelto mediante métodos iterativos, ya que tinf y 
tsup no pueden 

ser resueltos en las ecuaciones (16) y (17) respectivamente. 

Con ayuda de le Tabla 8 se construyó la siguiente tabla: 

Terx¥xna wvs de /ncubaci.án CC) 	E{ cienc¿a Re diva del /ntijcvcl.o de Ti.em;ao de tectuxa(%, 

4nc2Lz.:ca 	 &c4'1 cn 

	

3/.20 	/.// 	0.67 

' 	X.w 	 2.67 	 ¥.oe 

	

/4.40 	6.00 	8.00 

	

/0.30 	 8.67 	 9.33 

	

5.90 	 /0.09_ .. 	
/2.07 

En la que se observa que el m4ximo dei porciento de eficiencia 

relativa del intervalo de tiempo de lectura se loceli=c en 5.0° C, 

pero debido e la condensación de la humedad ctmosfóricr en el exterior 

de las celdas de lectura, dicha temperatura se elimino corno temperatu 

re de incubación del complejo (Ti) eligiendo e las temperaturas cer 

conos e los 10 ° C y 15° C, debido a los valores encontrados del 

criterio de elección. 



EXPER I M£NTO VI 

Nombre: 	Cin6tica Bit6rmicc del Coriplejo de ci cnheimcr 

Si;tema Nerifolina-Picrato 

De.sarro I l o : 

-En 2 tubos de ensaye cubiertos de la luz, se agrg6 lo, que indice 

la siguiente tabla: 

Tubo 	A 	3 

3 mi 	- 	Solución Estándar "C" de Nerufolina 

- 	3 mi 	Etanol 

3 ml 	3 ml 	Reactivo Alcalino de Picrato 

-Se agitó mecenicómente, se dejó reposar en un baño de l0°  C 

durante 40 minutos, se registró le ebsorbancia a 492 nnn6metros,.del 

contenido del tubo A utilizando como solución de referencia al conte 

nido del tubo B cada 30 segundos hasta completar 5 minutos, 21 minutos'' 
después de haber retirado del baño al contenido de los tubos, siendo 

la temperatura dentro del espectrofot6metro lo más cercano a 20°  C. 

-Se repitió el experimento variando únicamente el tiempo de 

estancia en el baño de incubc.ci6n en 43, 45, y 47 minutos. 

Temperatura del Daño de Incubación 10°  C 
Tiempo de Estancia en el Baño 40 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espectro fotómetro 2_0.1C° C {1  

tiempo (seg) 	lectura (ahsorbancic) 

30 	1.678 
60 	1.'75 
90 	1.'72 
120  

i1  El promedio de la temperature inicicl y Finc.l de I,: c:cpericncia. 



tiempo 	(sc£) lectura 	(absorbc.ncir.) 
len 1 .F7 
180  
210 1."57 
240 1.4rr,r, 

J J 

270  - J J 

300 1.50 

Temperatura del 	BcRo de 	Incubación 10o C 
Tiempo de Estancia en el 	únño 43 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espcctrofot6mctro 	20.2° C 

tiempo (ser,) lectura (cbsorbneia) 

30 
(:0 1.`¥¥ 
90  

120 1.f0 
150 1.'59 
180 1.('55 
210 1.'52 
240 1.f49 
270 1.45 
300 1.54.2 

Temperatura del 	Gaño de 	Incubación 10° C 
Tiempo de Estancia en el 	Baño 45 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotómetro 	19.850 C 

tiempo (se5) lectura (absorbancia) 

30 1.523 
f0 1.x'19 
90 1.517 
120 1.614 
150 1.512 
180 1.511 
210 1.608 
240 1,'07 
270 1.504 
300 1.x02 



Temperatura del De o de Incubación 10° C 
Tiempo de Estancia cm el Síio 47 minutos 
Tempereture Promedio dentro del Espcctrofotómctro 19.9° C 

tiempo (sc¥) 	lectura (ebsorbencia) 

	

30 	1.633 

	

A0 	1.80 

	

90 	1.67 

	

120 	1.(73 

	

150 	1.!70 

	

180 	 1.7 

	

210 	 1.Cf5 

	

240 	 1.663 
270  
300  

Discusiones; 

Con los datos encontrados se construyó la siguiente tabla: 

Tie o de Uíanc en eL Baño 

40 	43 	45 	47 

¡.¥ ! Cl 	O15 	aJ. x¥ 	19.85  

Coef Dente de Regxeeión 	-1.073 1/T'') 	-9.897 (/Ø5) 	-7.333 l/0-$1 	-9.737 f/0-51 Lima[ (A64 / eeq) 

Coeficien#e de CoonReLacLán 	995.0• !1(T3) 	997.00 !/(T3) 	994.04 (JC ) 	997.46 (/U-3) 

Poxcirnvo de Evvvc ReLcJivo 
en ta teeLwLa de ®beowJJa 	0.322 	0.216 	0.220 	0.292 
pare 

 
minuto 

La que indica que el valor del `,'_ de error relativo en la lectura 

de ebsorbancio por minuto es mínimo cuando cl tiempo de desarrollo del 

complejo es de 45 minutos (t d). 

Este error relativo ce define como le razón del valor absoluto 

del cambio en le variable de respuesta y un valor constante relaciona 

do con dicha variable, pera este ceso la variable de respuesto.. es I. 



absorbenc i c de I complejo 	el 	I or const•t.nte re I cc i onado con ir 

variable de respuesto puede ser la I on¥ i tud de la escala del aparato 

de medición, que en este caso es ^ por lo que: 

°5 Ei2 =(ItAbs i/2)(100) 

Cuando se determina le <bsorbenc i a en une solución colorida 

puede existir un cambio de esta en el tiempo (Abs/tiempo), por lo 

que al multiplicar por la unidad de tiempo dicho cambio, se elimina 

el concepto de velocidad. Si se determina el cambio de absorbaneia 

en un tiempo dado para la solución colorida y al multiplicar por una 

unidad de tiempo acordada ser posible determinar el porciento de 

error relativo en la lectura de absorbencie exi.stente en la unidad 

de tiempo acordada. 

Ya caracterizadas cn función del desarrollo experimental anterior 

a 	, td, y Ti es posible desarrollar una técnica colorimótrica. 

Sistema Mar i fo l i na-D i n i trobcnzoat_o 

Des¥¥rrQ 1 10 

-En 2 tubos de ensaye se agregó lo que indica la siguiente tabla: 

Tubo 	A 	13 

0.9 ml 	- 	Disolución Estándar "D" de i:crifolino 

- 	0.9 ml 	Etanol 

0.6 ml 0.6 ml 	Ilidróxido de Sodio al 0.8;' 

1.5 ml 1.5 ml 	Acido 3,5 Dinitrobenzoico el 2 

-Se agitó mecanicamente, se dejo reposar en un baíjó de. incubación 

de 15° C por 11 minutos, se registró le lectura de absorción del 

complejo (contenido del Tubo A) utilizando como solución de referencia 

al -contenido del tubo 13 e 53' n^nómetros, ceda 30 segundos hasta 



los 5 minutos, 2 minutos despu6s de haber retirado del baño el con 

tenido de los tubos. Siendo la temperatura del esoectrofot6mctro lo 

más cercano a 20° C. 

-Se repiti6 el experimento variando el tiempo de estancia en 

el baño de incubación en 13, 15, y 17 minutos. 

-Se repiti6 el experimento cambiando la temperatura del baño 

de incubación o 10°  C además del tiempo de estancia en el baño (10, 

12, 14, y 16 minutos). 

Resultados: 

Temperatura del Befo de Incubación 15°  C 
Tiempo de Estancia en el Baño 11 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espectrofot6mctro 20.1°  C 

tiempo (seg) 	lectura (absorbancia) 

30 1.465 
60 1.459 
90 1.452 
120 1.441 
150 1.436 
180 1.432 
210 1.425 
240 1.417 
270 1.407 
300 1.400 

Temperatura del Baño de Incubación 15° C 
Tiempo de Estancia en el Baño 13 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espectrofot6metro 19.95° C 

tiempo (seca) 	lectura (absorbencia) 

30 1.455 
60 1.444 
90 1.135 
120 1.427 
150 1.418 
180 1.410 
210 1.40_ 
2!;0 1.393 
270 1.385 
300 1.378 



Tcmper,.turz de I Scíío de 1 ncubzc i 6n 15° C 
Tiempo de Estcncie cn cl 3e'iio 15 minuto 
Temperctur Promedio dentro dcl Espectrofotámetro 1'.85° C 

tiempo (scg) 	lectura (hsorbenci•,) 

	

30 	1.459 

	

60 	1.4418 

	

90 	1.138 

	

120 	1.428 

	

150 	1.118 

	

180 	 1.409 

	

210 	 1.399 

	

240 	 1.390 

	

270 	 1.381 

	

300 	 1.372  

Temperctura del Beño de Incubaci6n 15° C 
Tiempo de Estancic, en el Dcño 17 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espcctrofot6metro 20.9°  C 

tiempo (scg) 	Iecturr (cbsorbencie) 

	

30 	1.429 

	

60 	1.413 

	

90 	 1.397 

	

120 	 1.386 

	

150 	 1.373 

	

180 	1.357 

	

210 	 1.345 

	

240 	 1.33^_ 

	

270 	 1.318 

	

300 	 1.307 

Temperatura del F3cño de Incubaci6n 10° C 
Tiempo de Estancia en el Gcño 10 minutos 
Temperatura Promedio dentro dei Espectrofot6metro 20.5° C 

tiempo (ses) 	lectura (cbsorbancic) 

	

30 	 1.492 

	

60 	 1.489 

	

90 	 1.485 

	

120 	 1.>.E1 

	

150 	1.178 
• 139 	 1.172 

	

210 	 1.467 

	

240 	 1.-167 

	

?70 	 1.454 

	

300 	 1.119 



Temperctura del Galio de Incubazi6n 10° C 
Tiempo de Estc.ncia en cl Coño 12 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espcctrofot6metro 20.5° C 

tiempo (seo) 	lectura (absorbancic) 

	

30 	 1.517 

	

60 	 1.510 

	

90 	 1.499 

	

120 	 1.493 
• 150 	 1.485 

	

180 	 1.478 

	

210 	 1.469 
• 240 	 1.46 2 

	

270 	 1.455 

	

300 	 1.447 

Temperatura del Beño de Incubeci6n 10° C 
Tiempo de Estancia en el Baño 14 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espectrofot6metro 19.95° C 

tiempo (sea) 	lectura (rbsorbcncia) 

	

30 	 1.517 

	

60 	 1.507 

	

90 	 1.501 

	

120 	 1.492 

	

150 	 1.480 

	

180 	 1.471 

	

210 	 1.464 

	

240 	 1.455 

	

270 	 1.444 

	

300 	 1.438 

Temperatura del Baño de lncubaci6n 10° C 
Tiempo de Estancia en el Caño 1 minutos 
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotómetro 

tiempo (seg) 	lectura (absorbencia) 

	

30 	 1.559 

	

60 	 1.5.7 

	

90 	 1.538 

	

120 	 1;'t' 

	

150 	 1.515 

	

180 	 1.50^ 
210 	 1.493 
240 	 1.483 
270 	1,-473 

V 

200 	1.462 



Discusiones: 

Con esto,. datos se construyó la siguiente tabla: 

Te ,eicui ina de .+ =bac la del, Comal fo /5 C 

TJ.eiyao de E4ianci a e n 	 // 	/3 	/5 	/7 
et & ib (,º1n) 

Teagrxcatuxa drnfJtD det 	 gro./0 	/9.95 	/9.85 
	20.90 

eepec¥rvÇCLel)O (- C! 

Car.[!-C££ te de Regxe4Lore 	-23.7576 	-a9.Xa6 	32.0808 	-44.9899 
Linea[ (AEe / eeg) (/0"5) 

Coef cienie de- 	996.728 	999.226 	999.6// 	999.295 
Coa+vxc lnci ón (/(T 3) 

Paxc en£o ¿e EEucox ReLnt,Lvo 	0.7/3 	0.848 	0.962 	1.350 
en ta Leca/ca de Abeonciz'z 

—a.a. 

TLempo de Ea¡nncia en 
el Baño (acin) 

Tempenmica dercfno del 
e,;p 	o 	etno ( 4 C) 

CoeCLc enfe de Reine. Jrt 
Lineal (4be / ee¢) (!0 5 ) 

Coepxe ine de 
Conxelnción (/0 3) 

Ponci.en#o de FJucon Rel iUvo 
en ta .ter-bina de Abeonción 

Tenpe/a izna de incuba~— del Conple¢o ./0' C 

/0 /2 /4 16 

20.50 20.50 /9.95 20.00 

-16.0606 -25.8384 -29.79 35.8/82 

992.342 999.254 998.78/ 999.735 

0.1182 0.775 0.894 /.074 



Este '.:cb 1 e i nd i cc c,uc e 1 oc ve I or... d (T
i 	;per i rcn eles 

a une tenper turc curceuc c 1 os 20' O dentro de I 	p ctro t'G¥¥' ^.'ro 

cI valor mínimo de error reletivo en le I<,cture de cbsorb. 	c. por 

minuto ocurre cuando cl tiempo de desenrollo del complejo (td) es 

de 10 minutos e une tempereturn de incubreí6n (T.) de 10° C. Por 
r 

lo tanto ye crractcr i _rdcs los ver i.¥b I es (, t,1, y T.) sc, puedo 
p 1 enteer e! dcserro I l o de une tGcn i ee cn I o; i r+ r i c-. 

E}.PEP.IMETO V II  

Nombre: 	Cbcdicnciee Ir Ley de Lembert-3cer por cl Complejo 

de `•.c i scnhe i mer en func i 6r. del Estudio C i n6t i co 

Sirtema olerifolina-Picreto 

Dc•sorro I lo:  

-$c mc-rceron 20 tubos de ensaye protc,•idos de 1e luz (3 con A, 

3 con 0, 3 con C, 3 con D, 3 con E, y 5 con F) y se cCrc96 lo que 

indica le siguiente teble: 

Tubo 	A 	G 	C 	D 	r 

1 mi 2 ml 	3 m1 4 ml 5 m1 

4m1 3 mI 2 ml 1 ml 	-  

F 

- 	Solución Est.ndc'r' "C" Je " ,.crifo1 Inc  

5 ml 	Etünol 

-Se e rcg6 o los tubos mercados con "A" y o un tubo mercado con 

"F" 5 mi del Eroctivo Alcalino de Pieruto, se agitó mec5nicomente y 

se dejó reposar durante 41 minutos en un baño de 101 C. 

-Se determino lo lectura de ebsorbencia dc1 contenido de los 

tubos "A" a 492 non6metros utilizando como soluci6n de referencia el 

contenido del tubo "F". 

-Se efectuó el mismo prcccdimicnto para cI contenido de los 

tubos 3, 0, D, y E. 



Resultados: 

Conccntrc c i ón de 	cr i fo 1 i na (m) 

1.2 	2.4 3.6 4.8 6.0 

lectura 	0.344 	0.673 1.022 1.358 1.681 

(absorbnc i a ) 	`0 .365 	0.f74 1.022 1.3f5 1. 	8C 
0.338 	0.333 1.021 1.3f5 1.E70 

Discusiones: 

. 	Al determinar en base a los datos anteriores Ic Obediencia a 

la Ley de Lambert-Ccer por este complejo, en la mismo solución 

Estándar "C" de erifo1inc empleada en el Experimento IV en función 

de las variables caracterizadas anteriormente ( \i td, Ti ) (Tabla 9), 

se encontró diferencias en tes cstcdfsticcs de rc resión y en el 

coeficiente de correlación respecto de los datos e 4192 manómetros del 

Experimento IV. 

Coe¿c¿eníe de Ceo [aci ' 	 999.795 (/O) 
Coe&.cLente de Regneei.á: (A6e / mQ%) 	278.&% (/OTj) 

O 	.ruda al On.tgen (Abe) 	 /3..67 (/0'3) 
Er w.t 7.tpLw de E£Limncióa (464) 	!0.300 (/O) 

Tabla 0. Estadísticas de Rc¥resiór, y Correlación a I¥. 

Obediencia de le Ley de Lcmbcrt-Secr del Complejo 

Nerifolinc-Picrato a 492 nm en funri6n de su 

Estudio Cinético. 

La diferencia observad¿ en eI error típico de estim,ción 

muestra I (S
y

4 ,2 y 4 	,1 r ,, ) no fue estad f et i cemente significativa 

( P < 0.001) ,(Tabla lo) para indicar  c ue 1 e t cn i cc: desarrollada  

tiene mejor precisión, aunque esta última da intervalos de predicción 

inversa (ejemplo Abs = 1) mI`s pequeños y por ende m;!s precisos 



nesuItcdos•  

Concentración de Ncrifolinc (mes) 
2 6 8 10 12 

0.252  lectura  0.771 1.011 1.278 1.539 
(absia) 	0.251 0.763 1.029 1.272 1.535 

0.257 0.779 1.023 1.280 1.536 

Discusiones: 

Con estos datos se determinó la obediencia a la Ley de Lembert-

$eer por el complejo en la misma Disolución Estándar "F" de crifo 

lince empleada en el Experimento IV en base e las variables ceracte 

rizadas en el desarrollo experimental (>, td, Ti ) (Tabla 14), encon 

trandope diferencias en las estadísticas de regresión y coeficiente 

de correlación respecto de los datos e 536 nen6mctros del Experimento 

IV. 

Coe ,iLen e de CoxneLaci n 	 997.922 (/(r3 ) 

Coef eiz e de Regresión (A6e / %) 
	

121 .065 (/(r3) 

1 	 Om&nado ut O..gen (464) 	 -1.563 (/(f"3) 

E"OA 
	

de E.atimacL n (464) 
	

6.105 (1(r3) 

Tabla 14. Estadísticas de Regresión y Correlación a 1 lc. 

Obediencia de la Ley de Lembert-$ecr del Complejo 

Merifoline-3,5 Dinitrobenzocto a 536 nm en función 

de su Estudio Cinético. 

La diferencia observada en el error típico de estimación 

muestral (Syx 536 y S
yx 531 ) no es estadísticamente significante 

d 
(P < 0.01) (Tabla 15) para indicar mejor precisión en la tócnice no 

desarrollada, aceptándose le igualdad de precisiones en embós técnicas, 



Va.[oic 6naloe de £ibeitfrd F tw" 	F /8, /3; 0.99 
1.678 (/0'4) /8 1.582 	3.72 

192 

4 492d /.06/ (/0") /3 

Tabla 10. 	Valor calculado dei Estadf¥refo "F" paro 

II: =9 (f2yx contra 49w 
- 

7 	7 

Ha : t't 49>tx 492d 

como puede ser demostrado con la situiente tabla: 

Téenita 	M 	Lco de &lL aci.ón 	Faca del /nfexvalv(coniUwga del 99%) 
Re2aí2vo (%) 	 pasa ta pnediccrán invenaa (Abe-/) (mg%) 

92 	0.648 	3.8/6t0./5026 

4924 	0.5/5 	3.539 2 0.//494 

Las diferencias observadas con le recta de regresión encontra 

da (Gráfica 13) presentan sirnificáncia estadística (P <0.01) (Tabla 

11), lo que es debido e el coeficiente de regresi6n y ordenada la 

orfgnen (Tabla 12 y Tabla 13), es decir los datos de este experimento 

y de! Experimento IV no se ajustan a uno misma ecuación de regresi6n. 

Esto también puede ser demostrado al dar un intervalo de confien 

za (99%) para el coeficiente de extinción porcentual (E1 em) o una 

estimación puntual de la sensibilidad de ambas técnicas (m/S ), y 
yx 

un intervalo de confianza (99) pare fa ordenada el origen de las 

ecuaciones de regresión. 

Téenii-.a /nt Avalo de Cm~ (99%) 
paXaE/ m, /% 

,.2 	249.379 a 259.3)5 
492d 	274.085 a 283.527 

/nenvalo de Conf..ila3e (99%) paica 
SeJT4 bUzdnd ta o)wtw ta al. aa.iyen (6) (fI6o1 

	

/9.632 	. 0.018 a 0.041 

	

27.8 	 0.003 a 0.024 



Concºneraclón (pX) 

d• Nertfolino 
L 	2 	3 	4 	5 	6 

Cráfica 13. 2ecta de ^cgresi6n por mínimos cuadrados ) 

a la obediencia de la Ley de Lembert-Decr 

por el Complejo Ncrifolinc-Picreto a 492 

nm en función de su Estudio Cin6tico. 

-¥+¥--- — -- .. 	 ¥_.._nd de Cuduado 
TéCJcira ¥x 	 xlt 	 Reeiduat•#bttod Al 	Fue.  

4e92 97.67.6 /4.6272 3.72768 3.0/9/0(1(r3) 

492d 03.03.2 /2.0444 3.35942 /.37437!/(r3) 

4.39347!/03 3l 1.0/725(W4) 

Denfxo `300:8 X.69/6 7.08710 

Ente 0.0 -0.0240 0.03025 

Toict /W8 25.6676 7.11735 6.2/824!/Or21 33 

- 	
5.77839(/Q_2) 2 2»887'i5(/0) a73.88 	5.37 

Tabla 11. Análisis de Coverianzc para: 

11 0 : b492 .. m492(M) = b42 'l- 0492d(ti) contrr. 

II 	
b493 	

m41, (N) 	h n¥ 	} m
'
.,., (i!) 

ri• 



Técnica ¥x2 2Y• 2 xí 
„w4 de 

R,,W..t J beht€d C.¿mdv hle w 	F 	3/; 0.99 
492 57.6 14.6272 3.72768 3.0/9/0(1(f3) 

4924 43.2 /2.044'4 3.35942 1.37437(1(f3) 

4.39347(/0) 	31 /.4/7250041 

De 100.8 X5.69/6 7.0,9710 1.92279(/(f') 	32 

Flauta 0.0 ..0.0240,0 0.03025 

100.8 • 7o4a2 26.6676 7.11735 

/.48344(10'2) 	1 /..48344(10"2) 	/04.67 	7.54 

Tablr. 	12. Análisis de Covarianzc pera: 

U0: m49` - m f„2 	contrr. 	Ila : 

Ç doe de 
Técnica x2 L x9 	2 	Re42d w2 1 6entod Cuado ¡li dw F . F %, 32; 0.99. 

492 	57.6 /4.6272 3.72768 3.0/9/0(1(f3) 

4920 	43.2 /2.0444 3.35942 /.37437(/("3) 

Dc,;,ta 	100.8 	26.69/6 7.08710 1.92279(/0) 32 	6.00871(1a¥) 

F,vtne 	0.0 -0.0240 0.03025 3.0253/(/(f ') 	0 

Total 	100.8 	26.6676 7.1/735 3.0¥5331(¥ 

,fz /.270/4(/0f ) 	/ 

D. vez *Entce 4.29545(/ r2) 	/ 	4.29545(1(ff ) 	71.49 • 	7.5/ 

Tabla 13. Análisis de Covarienza para: 

11 0: b40, = b49., 	zontrc 
d 

II: bn1¥., i¥ b492d 



Y en beec e lo rnterio;' se infiere que cn I; t6'ni•_c denerrollc!c. 

existe un incremento entre el 5.74 y 13.(9;" en el coeFiciente de ex 

tinción porcentual y de un 37.¥'t°' pera In Gensibilided, encontrandose 

un decremento en le ordenada el orf-,en y por lo tanto lo. editividcd 

en le absorbenc l a debido el Reactivo Alcalino de P i creto cc vea d i s 

m.inufda. Respecto a la diferencia observada en el coeficiente de 

correicci6n se puede indicar que la t6c:nice des,errolleda poseo une 

mejor esocieci6n muestres (estadfsticcmente no significativa) de las 

variables en cuestión. 

Sistema Ncrifolina-Dinitrobenzoeto 

Desarrollo: 

-Se prepararon diluciones e partir de la Disolución Estándar 

"F" de•.Nerifolina, las cuelca contengan respectivamente 10 mg',_ (1), 

30 	mg;' (2), 40 mg °_' (3), 50 mg (4), y 60 mg º.' (5). 

-Se marcaron 20 tubos de ensaye (3 con A, 3 con D, 3 con C, 3 

con D, 3 con E, 5 con F) y se asrcgó lo que indica la siguiente tabla: 

Tubo 	A 	3 	C 	_n 	E 	F 

2 ml 2 ml 2 ml 	2 ml 	2 ml 	- 	Dilución de la Disolución 
(1) 	(2) 	(3) 	(4) 	(5) 	Estándar "F" de Nerifolina 

1 ml 	1 ml 	1 ml 	1 ml 	1 ml 	1 ml 	Etanol 

-Se agregó a los tubos marcados con A y a un tubo marcado con 

F, 5 mi de ttidr6xido de Sodio al 0.8;' y 2 ml de Acido 3,5 Dinitroben 

zoico al 2°', se agitó mecánicamente, y se dejo reposar por 10 minutos" 

e una temperatura de 10° C. 

-Se determinó le absorbe. nc i a del contenido de los tuahoc, ^, e 536 

nanómetros.utilizando como solución de referencia el contenido del 

tubo F. 

-Se efectuó el mismo proceso para el contenido de los tubos B, 

C, D, y E. 



Va loac 	Gxarfae de .Gibes F L. 	/3, /3; . 0.99 

3.50/ I/Or5) 	13 

S536, 	3.7271/(T5) 	13 	/.064 	3.41 

Tabla 15. Valor calculado del Estodfjrefo "F" para 

N° ' 
	yx 536d = Yx 53', contra 

2 	2 
Ha' dyx 536d> /Y 536 

aunque le tabla siguiente indica un intervalo más pcquefio y por lo 

• tanto más preciso en predicción inversa (ejemplo Abs=1) pare le 

técnica desarrollado. 

3'1écn+en _ 	Fvra T,[,co de F_&Limact,ín 	EóLLmacL .z cíe, /nt va o (ca,;1.rn5a det 99%) pa 
1feLoi vo (%) 	ta pnedicclón Invexaa (4b4 =/) (*g%) 

536 	0.296 	 8.259'- 0.14998 
5¥Sd 	0.3t75 	 7.82/ r 0./4831 

Esto contradice le hip6tesis alternativa plentecdc anteriormente 

debido a le naturaleza de la predicción inversa le que es de sume 

importancia en el uso de las curves de calibración en las cuantifi 

caciones colorinétrices. 

Le diferencia observada con In recta de regresión encontrada 

(Gráfica 14) es estadfsticamente significante (Tabla 16) lo que 

es debido a ambos parámetros de la ecuación de regresión (Tabla 17, 

Tabla 18) (f -O.oi), lo que en visualizado el calcular un intervalo 

de confianza (99 x̀) para el coeficiente de extinción porcentual y la 

ordenada al or f cien prrc ambos tócn leas, o el dar un¿- cst i cc.c i 6r. pun 	• 

tual para la sensibilidad. 



Concentración (wpx) 

do Nerifoltna 

Crúfica 14. Recta de Regresión por mínimos cuadrados a 

lo obediencia de la Ley de Lambert-Beer por 

el Complejo Merifolina-3,5 Dinitrobenzoato 

a 536 mm en función de su Estudio Cin6tico. 

ln 	o'de tenval 	Con¥ion¥a !99%! 	In&Avalo de C«t tsa (99%) pa a La ande 
TéatEca 	pata E/ acá 	

Seraihi.Gidad 	Rada al o/i en (b) (464) 

536 	/2/.424 a /24.078 	20.747 	-.0.020 a - 0C O8 

536d 	/35.685 a /29.445 	W.977 	- 0.%18 a 0.005 

En base a esta tabla se puede inferir que la t6cnica desarrolla 

de el coeficiente de extinción se incremente de un 2.O8 c un 6.16, 

así romo tambien le sensibilidad en un 1.1.1;, exist'scndo un aumente 

en le ordenada al orf9cn a un nivel sumamente ,:ccpteblc (cl cero 

de la escalo de absorbancie es localizado en el intervalo calculado). 

La diferencia observada en el coeficiente de correlaci6r4 ocurre 

hasta la sexto cifra si0nificetiva lo que indica cl sieso credo de 

asociación en las variables para ambas técnicas. 



7&, cc x2 xy 1y 
04CL 

R€ 	 . a'A' &d C,-,d 	dn rtiec¥„i:o 	F 	F 

5% /77.6 21.8024 2.6769/ 1,.24807//Cr4) 

5364 177.6 ?2.7444 2.9/322 4.52/72/10 41 

8.769 26 3.37 	(/CT5) 

Dentro 355.2 44.5468 5.590/4 

E«ne 0.0 0.0000 0.02080 

To. a.0 355.2 44,54 5.6/014 2.4/785(/(P) 23 

DL/ te cc a 2.333/ 2 1.165018f/d'2) 	345.4/ 	5.53 

Tabla 16. tnálisis de Covari.r.=c. p.:ra. 

flo: 6536 + m¥") = b5.,,, 	+ 
d m5 .,4 	(N) 	contra 

I!<,I .0536 + m r , ¥¥1) b.,6 	+ mr36 	(`¥ ) 
d 

r 
d 

Tkaica 2X ixv 
gxadoe de 

112 	Re.4Uma2 	£ibextad Cualndo diodo 	F caC 	F/L,d6,0.9q 
.535 /77ir6 2/.8024 2.67691 4.24807(1(r4) 

53d /77.6 22.7444 2.9/322 4.52/72(/00 

8.76979(/ 	26 3.3730(/d5) 

De~ 355.2 44.5468 5.590/4 3.375/9(/('3) 	27 

0.0 20.ocav 0.02080 

7o/..a 355.2: 44.5468 5.6/094 

2.498 	/ 2.49821(1("3) 	74.06 	7.72 

Teb l c 17. ,n.Análisis de Covcr i <:n=:: pera: 

1l0: m 	= mr16 	contra 1!a: 	n¥V( 	r 	^r ¥¥ 
d d 



g/vzdi a de 
Tévu:cc z `I xy 	12 	Reatdual 	£ L'e z d C fiado medio F 	F 

	

`dc 	 /,27,0.99 
535 /77.6 2/.8024 2.6769/ 4.2'r807(/d-4) 

536d  /77.6 22.7444 2.9/322 4.52/72Y/! 4) 

& dxo 355.2 44.5468 5.590/4 3.375/9//(r3J 	27 	/.25047(/(r4 ) 

,tttce 0.0 0.0;X1) 0.0X8 2.0&033(/0'21 

7*ate[ 355.2 44,546 7 5.6/094 2.4/785(1(r) 

laLLenencLa 	 0.OM , 	/ 

Llifvnau ipFiit„re Qneyooe 	 2.0&.)33(/4'2) 	/ 	2.08033(/4 21 	/66.42 	7,68 

Tabla 18. Análisis de Coverienze pera 

Ilo: b536  = b136d 	contra 	11: b536  YA 65364 

Comparación de Sistemas ^.eaccionantes.- Al analizar los resultados 

de ambas técnicas desarrolladas (492d  y 15364) por enálieis de covarianza 

(Tablel9) cc observa que cl valor obtenido del cstadfgrcfo de contracto 

(F 1 ) es demasiado elevado, lo quz indice que las variables no se ajustan 
ca 

a una misma ecuación de rccresi6n lineal; !o que puede ser debido a 2 

causas: 

-Las ecuaciones de regresión lineal no poseen igual coeficiente de 

regresión. 

-Las ecuaciones de regresión lineal no tienen igual ordenad:_ en el 

origen. 

Al efectuar la prueba de hipótesis de igualdad en los coeficientes 

de regresión (Tabla 20) se observó que el coeficiente de rc•grc ion y 

directamente el coeficiente de extinción porcentual son significativamente 

diferentes (r0.00), lo que puede ser apreciado al consul'ccr los intcr 

velos de confianza anteriormente calculados de las tócnicae descrrollcdcs 

o al convertir de unidades de extinción porcentual a unidades de extinción 



Tórni r,i X2 X.¥ u2 
¥..a4 iÍe 

/¥P.4idua.t 	JCx&¿ 	CIL:" 	O li 	a F¥l t 

492d 43.2 /2.0444 3.35942 /.37437(/0-3) 

5$6$ /77.6 22.7444 2.9/322 4.52/72(/(f) 
/.83554(/C ) aS 	7.025/5(/4'5 ) 

Dentno 2X).8 34.7888 6.27¥i4 

Enbr.e /x).0 _/.3600 /.54/Q3(/0-2, 

Tosta[ 340.8 33.4288 6.28806 3.2b905 28 

Dicjtezw2a 3.00723 2 	/.5035/ 2/403.3/ 

Tabla 	19. 	Análisis de Covcrienzc pe.rr,: 

I:  b¥!-9? 	
+ m492 (N) = b r.,6 + n5 ¥6 	(P.) 

d 	d 

II:  b40,, 	+ m402 (t;) 	b16 
d 

+ m536 (M ) 
d 	d d 

.t¥d 	CJii,Fa 
4924 43.2 /2.0444 3.355942 /.37437(/(r3) 

53154 /77.6 22.7444 2.9/322 4.521721/0) 
/.82554(/013) a5 	7.025/5(/('5) 

20.8 34.7888 6.274 D 7.932/5(/(f') 27 

En /20,0 -/.x /.54/83(1(f2) 

7oca[ 340.8 33.4288 6.28806 

DJ 	"'a 7.9/388(/(f) / 	7.9/3º8(/0'-/1 //355.07 

T blc 20. 	Análisis de Covarianza pare: 

II: m492 	= ni 636 	contra 11a: 	m492 	
m536d 



• molar, con lo que se construye la siguiente tabla: 

• TecnLca 	£&aoaciA, del /níexvalo de Conf zns.a (99%) pena eL CocAciente de 
F,ct¿nció+e moda[ (1 A ma¿) 

492d 	 /4544.978 a 15046.04/ 

536d 	 6722.844 a 6869.310 

Lo que reafirma lo anteriormente mencionado, esta diferencie, este 

dfsticamente significativa puede ser explicada en función del Análisis 

Cinético de los datos del Experimento `! para ambos complejos (Tablas 

21, 22) (Gráficas 15 16, 17, 18). 

CoeCJ.cL ue de Regmá¡M Linea! 

OR&jzal4aCOx4en-enta 
Regxeeió c Li zeal 

Coepxlente de Coannre[acJ ' a 
lwaat 

fi 	cgia de iicti vac z n o 
&z a!pfa de la Reacción 
en Kca2 / ,wo.L 

De:etxucclán de¡ CoeoLe .o 	Fo~c..iin del Coarp[eio 
Ne 	(al ina-PLcia,o 	 Nen l a l ina-Pi cnáto 

	

-9.685 (103) 	 -4.557 (/&) 

	

21.890 	 9.84/ 

991.510 (/d3) 
	 887./x0 (IT3i 

	

/9.247 	 9.056 

Tabla 21. Tabla de Arrhenius para la Reacción de 

,Formación y de Destrucción del Complejo 

Ncritolina-Picrato. 
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1* 

Gráfica 15. Gráfica de 

Arrhenius pare. la  Formación 
5 

del Complejo Nerifolina- 

Picrato. 

3.6 

)(LO-3) 

7 
-In k 

J 

9 

Gráfica 1(. Gr6f ice. de 

Arrhenius para la Destrucción 	lo  

del Complejo Nerifolina- 

Picreto. 
tt 

12 

13 

C 

-ln k 



6 
(t/r)(co')) 

=ormaci6n de' 

•obenzoato. 

De4dJu.zcciLn del Cc pleio 	For*nción del Can leio 
Neri. aLina-3,5 Din ¿¿wbeiz mala Neic.ioLincr-3, DinLLnohcn ocato 

Coe 	ente de Raen Lin,,J 	-7.&% (/O) 	 -7.7/5 (/O3 ) 

0ndeiwda a[ 04 grn al Ca 	
/7.374 	21.223 Regnedw, Lineal 

Coef.¥r_i.e¥rie de Co 	aci.on 	996.81/ (/o-3) 	 986.076 L. i¥ie t 

Enea zta de 4d2vacL& o 
fntalpía de ta Reaccivn 	 /5,5/3 	 /5.33/ 
en KcaL / xiL 

Tabla 22. Tabla de Arrehnius para la Reacci6n de 

Formeci6n y de Destrucci6n del Complejo 

Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoeto. 
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5. 

Gráfica 18. Gráfica de Arnccnius para la Dcstrucci6n, 

del Complejo Nerifolinc-3,5 Dinitrobcnaoato. 

Al construir la siguiente tabla: 

Foae de. 	Faee de Técnica Tu 1 C) ádr10 C1nético de .Ca Abeox ¡.;n del Cc. pLejo (1464) 	: Deet¥t¥rccián Fox¥eación 

4g2 	/0 	1.6790 - 1.2432 t 2. 32 (/0-a) t 	/9.247 	/5.33/ ¥ 

536 d 	/0 /.8291 e 3.804$ (/d"SI - /.0270 e -2•¥576 (ld"j) 	/5.5/3 	/533/ 



Se observa que a una temperatura de incubación del complejo (T i) 

semejante para ambos sistemas, las ecuaciones que predicen la variable 

de respuesta presentan diferencies siendo la mis importante la eliminación 

de la fase de destrucción del complejo Nerifolina-Picrato, lo que es 

explicado por la energía de activación; en este último complejo la energía 

de activaci6n o calor de la reacción requerida para llevar el efecto de 

destrucción-del complejo no es alcanzada por el sistema a le temperatura 

de incubación experimentada, lo que da lugar a una mayor respuesta de la 

absorbencia respecto de la variable de respuesta (absorbancia) del 

sistema Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato el cual sí es destruido a la tem 

peratura mencionada ye que este presenta una fase de destrucción. Se puede 

observar también que la energía de activación para le formación del com 

piojo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato (15.331 Kcal/mol) es inferior única 

mente en 0.182 Kcal/mol de la energía de activación para la destrucción 
del complejo por lo que la estabilidad de este complejo respecto al 

complejo Nerifolina-Picrato, es inferior ye que la diferencia mencionada 

en este último es de 10.191 Kcal/mol. De lo antes expuesto se puede inferir 

que al aumentar la mencionada diferencia debe de aumentar cl coeficiente 

de extinción, por lo que si es efectuado un estudio cinético en función 

de solventes y la concentración de reactivos se logrcrb una optimización 

del desarrollo de la técnica colorimótrica. 

Para dar una explicación molecular del fenómeno en bese al valor de 

los parámetros termodinámicos de la teoría de la colisión (P) y teoría de 

la velocidad absoluta (Q II ,QS ,QG'F) (Anexo 4) para el estado de tren 

sici6n o complejo activado en la reacción de formación y destrucción para 

ambos complejos (Tablas 23, 24), se determina un intervalo de confianza 

(99) para el verdadero valor del cambio de entropto (QS*F) y la frc 
cuencia relativa de las colisiones con la energía suficiente (F) poro. 

dar lugar al complejo de !,eiscnhcimcr respectivo: 



T -C LS*leaVmn•CKI 

51.15 -37.960 
401» -39.124 

31.60 .4).637 

2n.aD -39.573 

/4.9i0 -38.8/8 
9.AD -38.5/0 
4.85 38.209 

Fo. ación deL CoaepGe  

P 	QG*(Kcal/moll 

5.058 !/d"91 2/.335 

2.8/2 (/0•9 ) 2/.y.8 

/.3/5 (/0'9) 2/.440 

2.2+7 (I0) 20.665 
3.a', (/d-91 2).238 

3.836 (/0"91 /9.954 

4.463 (/0¥) /9.678 

Dee .'aicc óa det Canptyb 

QS*(cnt/mnl'K) 	P 	¿G*(Kc llmZ) 

-/5.6// 3.874 (/U
1

1 24.3/0 

-44.928 5.465 (/(f 4) 23.922 

-/4.6 /2 6.406 (/Ó4) 23.7 
-/4.8/3 5.79/ (/04) 23.592 

-15.395 4.329 (/0-4J 23.681 

A//*.9056 Kca!//, ,L 
	 &1*a/9.247 KcW»at 

Tabla 23. Valor del Cambio de Entropfa (AS*), Encrg(a 

Libre (AF*), Entalpfo (L1)l*) y Frecuencia 

Relativa (P) en el Sistema Nerifolina-Picrato. 

F imar_idn del /nLe'cva0 (Corte imaa del 99%) 

	

Si~ 	 Caabio de Eiztnopta (L *) (cal/ aaa( 'K) 	Firees ncZa Re[atuva (P) 

N¥xia¥Ci.eaPiu►¥to 	 [.37.697.• , -40.255) 	 (/.477 (/(r9 ) , 5.098 !/d 9i] 
N0LflaI2::tnv6en OaLv 	[_/5.679, -/6.930 	 [1.843 (/04) , 3.67/ (1(T4')) 

En este se observa que el cambio de entrople para la formación de 

estado de transición en la reacción de formación del complejo t:erifolina-

Picrato es menor que el cambio entópico respectivo en in reacción'de 

formación del complejo Ncrifolina-3,5 Dinitrobenzoato, lo cual puede 

ser atribuido a una mayor cantidad de cargas localizadas dando lugar 

a una solvatación más ordenada en el estado de transición de la reacción 

de formación del complejo Ner•ifoline-^icrato. 

La frecuencia relativa de los choque entro las 2 moléculas (CU y 

	

AF) 	que poseen la energía necesaria pera llevar  a - übo la for, iac i 6n de 

complejo es mayor en el caso de las moléculas del Sistema Nerifolina- 



Fo aci.ón 	 0.4Uucci.on del Camp(ejv 

	

7 'C AS*ícatlmot K) P 	AG*(Kcat./maU b S*(ca maCK) 	P 	AG*/Kca4lma[1 

	

50.95 	- 	- 	-24.353 	4.762 (/C) 
	

23.4 

	

40.40 	- 	- 	-24./75 5.2071/d1 23.093 

	

3/.20 	-16./99 	2.882 (/d'4) a).ai/ 	-23.778 	6.296 (1(T6) 	22.756 

	

-16.432 	2.564 //0-41 2)./5/ 	-23.627 	6.&97 (1C 	22.442 

	

14.20 	-16.6/3 	2.340 (/(T4) 3)./08 	-24.3)5 	5.129 I/(16) 	22.473 

	

/0.39 	-/6.460 	2.529 (I Cr) 19.996 	-23.932 	5.886 !l(T6) 	22.296 

	

5.90 	-15.830 	3.470 (10'!) 19.748 	-2.03I 	5.599 r10-6  l 	22.219 

p //*x15.331 Kcat/wat 	p //* -/5.5/3 Kc Wawt 

Tabla 24. Valor dei Cambio de Entropia (jlS*F), Energía 

Libre (AF*), Entalpfa (,All*) y Frecuencia 
Relativa (P) en el Sistema Nerifolina-3,5 

Dinitroben=oato. 

Dinitrobenzoato, debido a que el impedimento estérico y eléctrico del 

carbono eicctrófilo del 3,5 dinitrobenzoato es menor que cl del picrato 

dado que se tiene el mismo anión furflico. 

Al observar la estructura de los complejos de leisenheimer repectivos 

(Figura 2) es de esperarse que exista una deslocalización de la cargo ne 

gativa más eficientemente por parte del complejo Nerifolina-Picrato, lo 

que de lugar a una mayor cantidad de estructuras resonantes por este r_om 

piojo y por lo tanto a uno estabilidad química mayor, lo que experimental 

mente es demostrado al comparar los valores de cambio de entalpía (All*) 
(aproximadamente igual a le energía de activación) para dar lugar al 

estado de transición para la destrucción del complejo, la cual es mayor 

en el sistema Nerifolina-Picrato y por ende hay que administrar más 

energía para destruir al complejo Nerifolina-ficroto que para destruir 

cl complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobcnzoato. 



'I 	i:rr rt,.s ."i, i_r.t¥m,r,t.. I 	-r 	.. 	ti¥¥ 	I :o¥pl rjn 
„crifol in: -Picrato, le sustitución intrrtolrcitle,r del cc 	icto nitro 
eronctico por el oxf'cno (como hidroxt iln  en cl ccrbonu c-L-nrcc di .-nilly 

cstcroidei) para dar lugar e le iscineriro¥lina, debe de ser mác probeble 

en comporaci6n con el complejo `.crifolinz-1,5 Dinitroben_oeto, el cu:.1 
es r.,cnon ef i c i ente en des 1 oca 1 ¡sor le ccrg: ncyct i va y por 1 o t•, tito -sto 
do lugar a que cl cambio cntr6pico el estado de transición de este ltino 

complejo sea menor como es demostredo por le siguiente tabla: 

fetimac & del /ntenvato (Cvc,rnga dee 99%1 

SL6 	a 	 Cmrbio de fi:tnooia W-) (cal / mat 'v 	F.xecuencia Re&£¡vn (Pl 

Re't al na`Pic' io 	 [/'#.2/4, —/5.91W 	 D.01/ (/O) , 7.332 
Neci ot nn ii>JJrobe croa 	 L23.66/ , —24.371O 	 [.649 (/O ) , 6.7/3 (/C .D 

Al efectuar una comparación en el cambio de cncrgla libre (A F*) 

e 20.20 C pare la rcacci6n de forncci6n y dcstrucci6n del complejo para 

ambos sitcmas se tienen los siguientes csqucmes: 

if Á 

	

2'I.7 7>\  ~ 	 23.6 
y 	1 

, 
CA- 

9-istrme ticrifol ine-  
.̂ lerdo 

/N 

Sentido de ¡a ReaceJ.dn 

1 

X.2¥ 	 22.4 

Cinitrobenzocto 

IN 

* 	 i. 
I1 	 Sen" de ta Rearcwn 



1 

í`or.de sc observe que pece cr.So cLoos: 

destrucción> 0¥ Tormrc i 6n 

Por lo que si se controle cdccuedar..,ntc le tcrper.ture se puede 

llegar c':niccmente e dcr le enerc,fe necesaria al sistere pare que de . lugcr 

al cambio de energfe libre pera formar el complejo, pero no pare destruir 

lo ye que: Q,F* = Q,il* - T A S* . 
Al efectuar la pruebe de hipótesis sobre 	le 	i,uüldad en 	le ordenada 

al 	orfgcn en 	las ecuaciones de regresi6n (Tabla 25), 	se observa que el 

valor de 	es elevado por 	lo que se acepte 	le hipótesis clterr.etiva 

y esto es debido a 	le editivided en 	la ebsorbencic que ejerce el cactivo 

Alcalino de Picrato, lo que hace que las ecuaciones de regresión también 

difieran en le ordencnda el origen. 	Por 	lo tanto 	les ecuaciones de regre 

sión obtenidas en las técnicas desarrolladas no tienen ni 	una misma arde 

nada al 	origen ni un mismo coeficiente de regresión. 

Téc¥r i ca 	z 	xY g y 	ReUdual 	./Lb4_►ctad Cw rudo 4flediaF¥ 
492d 	43.2 	12.0444 3.359"2 	/.37437(/0 ) 

536¿ 	/77.6 	27.7444 2.9/322 	4.52/72(/Cr4) 

Denbw 2X.8 	34.7888 6.27264 	7.32/5(/O") 	27 	2.937831/('2) 

£nU. 	120.6 	-/..(X) /.54/83(/(f 2) 	4.93667//01 	0 

To-ta.0 	340.8 	33.4288 6.2806 	3.L0905 

Di,¥enrncia 2.2/583 	1 

D4 	+fntnc 	e 	 2.2/584 	/ 	2.2/584 75.42 

Teb I n 25 Análisis de Cover i onza pare: 

Ho: b492 = b536 	contra U: bng2 	b536 



Al efectuar le pruebe de h i Fót ¥s i s para le i guc. l dad tic precisiones 

en ambas técnicas desarrolladas (Tabla 2O, sc indica le eecpteción de la 

hipótesis nula, es decir cl error típico de estimación (precisión) es 

el mismo para ambas técnicas. 

	

TécnZcn 	Y¥¥Lon 	9JWdo4 de £'d 	F 	F/3, /3; 0.99 

S 	1. (/0 4') 	/3 	 2.847 	3.9/0 

	

5 5. 	3.727  

Tabla 26. Valor calculado del Estadfgrefo "F" para: 

2d - 	).x 5354 
contra x ¥.9_ 

2 	2 
II: yx 4^2d 	yx 53Gd 

Sabiendo le importancia de la sensibilidad y la predicción inversa 

en le colorimetría y debido a la relación de entes con el error típico 

de estimación y el coeficiente de extinción se construye le siguiente 

tabla: 

TécnEca Eati ación del /r woJo (cont¥.i.an3a det W) pana .la 	swm:bJJ.dnd 
pnedLt cLón ¿,vena (Abe /) (m9 ) 

492d 	3.51 = 0.11494 	 27.058 

	

-d 
	7.82/ t 0./4998 	 20.977 

En la que se observa que le tócn i c¿. dcscrro l l eda en c 1 Sistema. 

Nerifolina-Picrato da intervalos de predicción inversa mis precisos y es 

más sensible que le técnico desarrollada en el Sistema ";crifolin -Jinitro 

benzoto. Por lo que bajo las cono! i e onces n-.per imentodce., se suG i ere _;u: 

e técnica desarrollada en el sistema. MuriFolinr.-Picrato sea utilizcde 

como técnica cuantitativa en el Estudio Comr. rct i :'o de i Contenido de 

G l ucós i dos Card i otón i cos en el góncro Thcvet i. cx i etcntcs en ':& i c.o. 



C C 	'_ ll! 5 1^ .. r 

1) Se de sarro 1 I clon 2 t5cn i ce..s celen i reí ti i c 	par... 1 c rk,,.nt i f i cuc i 6r, 

de tevet6sic!os ccrdiotónicos, en bese el estudiu cin tico de los Complejos 

i:er i fo 1 i nc -f i creto y ier i fo 1 i na-3, , D i n i trob-n=oato en función de le 

temperatura. 

2) El estudio cinético del complejo en función de le tempereturn, 

permitió discernir entre 2 modelos cinéticos propuestos para lo ebsorbon 

cia del complejo, en función del tiempo. 

1) Las diferencias observadas en las técnicas colorimétricas 

desarrolladas, dependen de les propiedadc termodinámicas y cinéticas del 

sistema. 

4) La optimización total del desarrollo colorimótrico, esta en 

función del estudio cinético del complejo. 

5) Se sugiere que le técnica desarrollada del Sistema Nerifolina-

Picrato, sea utilizada en la cuantificoción de los tevetósidos de ección 

cardiot6nica. 



P R O P O S I C IONES 

El estudio anterior indicó que el posible modelo cinético de la 

absorbancia del complejo es el número dos romano, en el cual se observa 

la dependencia de las propiedades cinéticas y termodinSmices de este 

absorbancia con la concentración del compuesto ni.troaromatico y del 

i6n et6xido, por lo que si se efectuan los siguientes estudios: 

-Cinética de le Absorbencia del Complejo con la Concnetreción del 

Compuesto Nitroaromatico. 

-Cinética de la Absorbancia del Complejo con la Concentración del 

16n Et6xido. 
• Se podrá llegar e: 

1) La validez tol:el del modelo propuesto 

2) La optimización del desarrollo de la técnica colerimétrico. 



A N E x C S 

Anexo 1 

esoluci6n de los `•1odc1os Cin6ticos Propuestos 

Modelo 1 

En el modelo uno se propone el siguiente esquema reacrionentc: 

CN 

k 1 	+ 	k ,, 

ETO + N 	AF 	IN 

k-1 	1 k3 

CM. 

Donde: 

	

ETO 	ión et6Nido 

	

N 	= ner i- o 1 i ne 
AF = anión furflico 
CN = anión del compuesto nitroeromatico 
CM - complejo de Meisenhcimer 

i soncr i fo l i nc 
k i  = constante de velocidad respectiva 

En el que para determinar la ecuación de lc concentración del complejo 

de ",lcisenheimcr en función del tiempo, es necesario plantear las siguientes 

ecuaciones diferenciales: 

d(C)  
= k3(AF)(CN! ) - !.. (C1t) 	.....(1) 

dt 

d(Ar)  
kl(N)(ETC-) - (k-1 + k.(CN ) 	t: 1)(P,F) 	.....(C) 

dt 



Condicionando I reacción 

1 

ETC 	i! 	 :1F 

-l. 

Donde: 

d(N)  
= k-1(F)- k1(N)(ETC ) 	.....(3) 

dt 

d(l,F) 
= kl(¥l)(ET0-) - '¥1(AF) 	.....(4) 

dt 

A que se establezc.3 r¥pidcmente el equilibrio se cumple: 

d(N) 	d(AF) 
_ 	.....(5) 

dt 	dt 

Y ol substituir (3) y (Q) en (5): 

k 1(AF) - E1(N!)(ET0 ) = k1(1I)(ETO ) - k_1(AF) 	.....(C) 

Separando r6rminos scmcj.:.nte: y reducioendo Ir. ecucición: 

2k-1(AF) 	2k1(N)(ETO) 	.....(7) 

(Ar-) = (k1/t< _1)(N)(ETO-) 	.....(8) 

Al sustituir (8) en (2): 

d((k1/!< 1)(N)(ETO ))' 
_ !- (M)(r.Tn)_(!,t!:,(( !),i: ¥((!. /! 	)(,)(!TC ) .. !¥1 

dt 	1 	-1 	1 	i 	 l  

Ye que, le diferenciel de un.-- conntc Por ver i.ble, r'; le contentc 

por Ie difcrnriel de le veri•blí-: 



d(U) 
(k1,"!

1 )(ETO-) dt 	= !.(N)(ET`)-(fc las: (c?I)i::4 )((:.11'l: 1 )(?!)(ETC-) ..( , n) 

Simplificcndo lo ccueción Interior: 

d(" 

	

dt = -(!,,(cí) :' k4)() 	.....(11) 

Seprendo 'i-ricblcs e intecrendo I¿ ecu.,ción difercnci•-1 resulte.nt^: 

d(U)/ 	_ -(Ic.7 (Ciz ) , k):; 	..... (12) 
¥ 	 r 

-(k(cN) + l)fdt 	. (13) 

In (M) _ -(!:„(Cr!-) + !.^ )t ¥- I< . 	.....(11.) 

Evaluando e 1: en condiciones e 1;: fronter.- donde e t=0, (r7)=(N0 ) 
sc tiene: 

Por lo que: 

I: = In (No ) 	.....(16) 

Y el sustituir (1E) en (14): 

In (U) - -(1c,(C:d ) ± !,)t + In (U0 ) 	.....(17) 

•̂.esoIviendo para (M) cn (17): 

-(t 	(Cr:-)-t i 	)-- 
(U)  _ (No) c 	.....(1r) 

Sustituyendo c (1p.) y (8) en (1): 

!' I'1  	-(!c (C:: )+: )t 

-1 

repercndo !ns vcricblcj en (19): 



d(C)  

!,[t 
ultiplicendo .^ (20) por cl í•,ctor intc¥rcntc c 

d(CM) k Ft 	Ic rt 	 31 	_ 	_ 	(lc ✓-Ic (C"! )-!c )t 
dt --- c 	+! 5(C7•)c 	= 	(C.! ) (:TC ) ( o)c 	 ..... (:1 

Sabiendo que: 

!; St 
d((C!!)c ) 	d(C) lc,.t 	 !..t 

dt 	 ÚV 

Al sustituir (22) en (21) 

,... 
d((C)c 	) 	1;., 	_ 	(!cE

-!c,(C"! )-k)t 
dt 	!'-1 

Al integrar la ccuaciór, (23): 

r. t 

- ( " )(ETC")(: ) c 	 .....(2.) 

k 	!. 	r►; ET ) ! 	t. !¥1,)¥. 
¥1 	 .(_ ✓) 

2er,olv icndo perc (C:•;) cn (_) .._ 11•,¥c. 

(cr) _  
! - .(,. _!Z (,-' u \_! 

¥• !unc.c 	cr .-cn_.i_ ncc 	1 	 , 	 t', 	)  • 



t. I. fr! \frTr \fr \ 

Y .gil sustituir- (27) en (25) y t'¥ct:or:,nc!o: 

!: !:(: )( TC )(¥!o) _(r. (C)}I:,)t 	-! t 
(rt1)= 	 (e 	3 	- 	r ) .....(=G) 

i 	 r (i. •. (i-\ I. _1   

Al rcordcncr le ccuccí6n: 

Le cucl nos rcprcscntc le cin6tic. de .l... ^.oncncLrc.ci6n del complejo 

de t;c i sonhc i mcr ^cSún el modelo uno, pero debido c. qt:c lo vr- i ob l e de 

respueste en le cxperimcntcci6n cs te ebeorbeneie dci complejo, de le 

ccueción (32) en le rundemcR'ación del Tcmc_: 

Al sustituir (30) en (29), ,, resolver pere 

1-,k1(cr )(_To )(,.a) 	K¥ 	-(!:,(cr:-)--! )t 

Le 	que no:, indice le c i n6t i cci de le ebcorbcr.c i o do c or:p I e jo de 

t•;c i scnhc mcr por el pode l o 1. 



I•lodelo II 

En cl modclo dos se propone ct si3juicntc e qucn, renccioncni . 

Donde: 

	

ETO 	= i ón ctó,:do 
'! = ncrifoI ina 

_ eni6n furf1¡co 

	

C.' 	cn i ón de I compuesto n i troc:romc t i ^.o 
Ct•: = complejo de :':ciccnhcimor 

= i soner i fo l i n'  
!<, = constrntc de velocidad re pectivc. 

En e I cuc I prc resolver I c c¥ncentrec ón del comp l c jo de f :r. i se nhc i mer 
en función del tiempo, se plenter.n I.,s ci¥uientc¥s eeucciones difereneicics: 

d(P'.)/dt = -!c-1(M)(ETO ) 	.....(t ) 

d(AF)/dt = lc"I)(r.TC ) 	- (!(C.: 	) - 	!c)(P.F) 	.....() 

d(Ct'..)/dt = k3(C"! )(AF) 	- Ic J(Ct•;) ..... (3) 

Seperando Ics ;, ri.¥6Icc de lc ecu<_.ción (1): 

d(N)/(N) = -!;1(¥TC-)dt 	.....(_'.) 

Al 	integrar c.st,' ccucc i 6n: 

In ("1) -= -!.1 (ETC )t + I: 	.....(¥) 



ctcr-¥in.:rcic cn ((,) cI 	-Hr ,.,, l: c. n !:':_ c!: 	in:'t'i' iór. .'n 
conJlicon_ _. .. I.. ."ron. ,- 	fiord' 	;'r 

uct i uj,r:1do (7) C'1 (6) : 

fnt¥ _ 	 t 1 	 o 

Al 	ut ituir (S) en (2): 

d(AF) 	-!- (aTC)t 
dt 	1  (:TC )(;I )c `1 	- (!c (C'! )-!! n¥ (.F) 	/n\ 

' ) 	.....¥,, 

Cep rondo voricblcz en (f): 

d(AF) 	 -!• (`Tn-lt 
dL 	(! (r✓ ¥;-)+!,)(;,r) = k1(ETO )('!)¥ 	- 	.....(1C) 

(k (c,;-)+k ^ )t 

	

M t • 	1 	/, r., ..  u1 rp( ic¥;nr.o c •,_`J¥ por e l ,¥...tor intcr;ntc c 	 . 

d(hi) (!=„(C. ) f!c )t 	 (!. (C., )!_! )t 

1 ntcr-c ndo c (11) : 

d((AF)o `' 	) r (I=,(Cm! )+lc r -k (ETC )t 
crt 	 = k1(2Tc')(M.)

J 
e ' 	 .....(12) 

/t. !¡.,t\•- \a. 	1- (r 	• 	/1. f¥N 't I. (ir 

" rcolierdo p.;rc AF en (13): 



k1(ETO ).(N0) 	-k1(ET0-)t  

1.3 (cc:)-fk4—k 1(ETO- ) 

Determinando e K en condiciones e la iironterc' (t0,"F0): 

k1(ETO)(N.) 
.....(15) 

k3(CPJ-)-i+k4-k1(ETO ) 

Al sustituir (15) en (14), y fa.ctori¥ando: 

k (ETO )(N.) 	-!c (ETC )t 	-(k (C;l )+!c 4 )t 
 AF = 	1 	 ( c 1 	- c 	3 

1.3(CN-)+k4-k1(ETO ) 

Al sustituir (16) en (3): 

d(CM) 	k k (CN )(ETO )(No) -k (ET0 )t. -(k (CN )+k )t  

dt - 
	1 	 (e 1 	-e 3 	)-k(CM) 	(17) 

k3(CN )+k4-k1 (ETO ) 

Separando variables en (17): 

d(CM) 	Ic k (C;,-)(ETO-)(M.) 	-k(ETO )t 	-(k,,(Chl )+!c )t 

dt 	I;3(CN-)+k -k1(ETC-) 

Multiplicando por ci 'Factor integrante e 

d(CM) k t 	1: 5t _ 

dt 	e 5 -f.r. ¥(Cf ) 	- 

k3k1(CN )(ETo)O'o ) 	(kr41(ETc)t 
( C 

(ETC-) 

(!c -!. (CIA \!t )t 
-e .....(19) 

Y cl intcrrr.r (1^): 



!, t r 
d((CM)c r ) 	k1k 1 (C"!-)(ETC )(,!0 ) 	 ('. 	¥•(¥Tr )+ 	(k r k. (CN )-1,4 )t¥ 

dt 	
k,(CN )+k4-k1(CTO )  	.....(-0) 

	

k st_ k - k1(CN )(ETO )(No) 	e(k5-k1(ET0 )t 	e(k -k3(Cid )-k4)t 

	

k y(CN )+k4-k1(ETO ) 	k$-k1(ETO )  

.....(21) 

Obteniendo C de (21): 

k k (CN )(ETO )(No) 	-k1(ETO )t 	-(k3(CN )-k4)t 	-!: t 
(CM)= 	1 	 ( e 	e 	 ) 	K 

-k 3(CN )+k4-Ic1(ETC ) 	!c 5-k1(ETC ) 	k5-k3(Cr)-k4 

.....(22) 

Evaluando a K en condiciones a la frontera, donde a t=0, CM=O: 

k k (cN)(ET0-)(N0) 
) ( 	Y _ 	— 	1 _ 	) 	.....(23) 

k3(CN )+k4-k1(ETO ) 	k5-k1(ETO ) 	k5-k3(CN )-k4 

Al sustituir (23) en (22) y factorizando: 

k k (CN )(ETO-)(N.) 	-k1(ETO )t 	-(k3(C N )+k4)t 

(cM)= 1 3 	 _ ( e 	_ _e ) - (* 
k3(CN-)+k4-kl(ETO ) 	k5-k1(ETO) 	kr-k3(CN-)-k4 

-k 5t 	-k 5t 

	

e 	— 	e 	)) 

	

k e-k 1(ETO) 	k5-k3(CN-)-Ik4 ) 

Donde al reordenar la ecucción anterior: 

1:3(CN )(FT0 )(No) -!c5t -kl(ETO )t 	-lc t -(k1(CN )+k 4 )t 
.1_ 1 	 (e 	-e 	— e 	-e 	 ) 	... 

k3(CN )+kQ-k 1 (ETO ) 	k1(ETO )-k5 	k,(CN )}!:1-k s 

L;; cual nos indica la cinético de la concentración del complejo de 



hleiscnhcimer por el ¡Modelo I1, pero yc que en la experimentación ,c 

variable de respuesto es la ebsorbanci.i del complejo , el rplicor los mis 

mos conceptos que en el modelo uno: 

k:ik3(CN )(ETO )(No) (e-k5t-e-k1(ETO )t — P _k 4t-c-(k3(CN )+k4)t) .(25)  

A Ch1 k
3(CN )+k4-kl(ETO ) 	k 	)-I< 	k3(CM)+k4-k5  

Esta ecuación nos represente la cin6tica de la absorción del complejo 

de Meisenheimer por el Modelo II. 



Anexo 11 

Fórmulas de Cálculo de le. Concentración del lón Hidróxido 

y Etóxido en los istcme.s ^cr.ceion ntcs del Trebejo 
Experimentel. 

En ambos sistcmes reeccionontes se tiene el sicuicnte equilibrio: 

	

ETO + l!„C 	0l; + ETOl1 

El cual se establece r¥pidemente,por lo que Ie concentración de ambas 

especie i6nicns dentro del sistemc, esta.únic;.mcntc en función de las 

constante de equilibrio de la rcccci6n cnterior. 

Al tener los siguientes identidades: 

(ETO") _ 	•, 	(Ne0110 ) 
1+K 

( 011) =-- —• (Nc0110) 

'• 	 x TQ¥1 

	

r _ (ETC 	= (n.O65)( 

	

(011) 	 x„ 

Y el sabor que: 

X -- fracción melar de la molóculc respectiva en el sistema 
rceccionente. 

Es posible calcular la concentreci6n de i6n hidróxido y etóxido en 

el Sistema .^.eacc ionante respectivo. 



Anexo III 

Análisis de Componente Gnico 

El análisis de componente único consiste en describir (gr6ficcmente o 

analíticamente) le función lincal (Ley de l.cmbcrt-Cecr) cxistc.itc entre 

una serie de soluciones de le molócule absorbente de diferente concentre 

ci6n , con su absorbencie respective bajo cierta condiciones cperimcnt_. 

les (¥, temperatura, disolventes, etc,). 

Al efectuar una gráfica de absorbencie que es la variable dependiente, 

contrate concentración respectiva de le mol6cula o variable independiente, 

se obtiene una función lineal cuya ordenada al origen debe de se cero, 	: - 

conociendose e este gráfico como curva de cclibrcci6n y si su coeficiente 

de correlación es aproximado o igual e la unidad, se indica que cc cumple 

le Ley de Lembcrt-Caer en les condiciones ensayadas. 

El objeto de la curva de calibración es efectuar predicciones inver 

sas, lo que cor¥ciste -z:n determinar dado un valor de le absorbencie su 

valor asociado de concc:,... ••ac i 6n ye sea gráficamente, por i ntcrpo l c.c i 6n 

o analíticamente, mediante el coeficiente de entinci6n (coeFiciente de 

regresión de le ft.r.ci6n'lineal o pendiente de le recto), dentro del rango 

de conccntrecir.:es que ot)cdccc la Ley de Lcmbcrt-peer. 



d^. 	1. T:..'.:¡::;1'i.t'... .. :r 	1 	/. D17:3i:e.::t: r! 	:' 1 u _ i Je- :! 
de t:ne, 2ereci6n ::t:i 	. 

Teorfe. de Ic Colisión 

Le v•clocided c. que tiene Iu54r une. rc•-'c^i6n entre 2 nolócul s (por 
ejemplo la reecci6n de formeci6.i dcl complejo de cirer.i: incr c: pertir 

d1 en ión fur f 1 i co y c 1 cn i 6n del compuesto n itrocrcnet i co) no puede sor 

mayor que l,: frecucncie. de sur colisiones en le unidec! de ticmpo, por lo 

que este concepto es de sume. importcncie en le velocidad de una reacción, 

y por ende las vericbles que incrementen Ie colisicnes entre las rolócules 

(1:f', c;O doren como respucte un incremento en le velocidad de roección. 
Si se cunenta el número de noléculcs en ci sistema mediante cl numen 

to en su concentración, se debe de aumentar la frecuencic de sus colisim 

nos en.le unidad de tiempo, dcndo lugar al ef=ecto nencionedo en le velo 

cidad de reacción, en decir: 

velocidad o.  concentración 	.....(1) 

velocidad = k conccntreci6n 	.....(^_) 

El incremento de Ir temperatura en el sistema también debe de curen 

ter la frecuencia de les colisiones en Ic unidad de tiempo, debido cl 

incremento de Ie energía cinóticr. de Ics molócules. Sin embcrso e unas 

condiciones de concentración y tempereture, solo une pequeña tracción 

de les colisiones ( une de cede 10
15  ) es eficec para producir le reacción, 

lo que en parte se explico por que es necesario una mínima cantidad de 

energía pera efectuar dicha reacción, le cual se conoce como Ener3fe de 

^.ctiveci6n; adem;s de que la colisión necesita efectuarse con cierta 

orientación. El siguiente esqueme nos indica un diagrama de energía para 

n reacción de formación de! co-nplejr de ;eisorbeimar (C.":), lo que ;,e 

conoce como conversión en una etapa de los reactivos nl producto. 



------- ---- 
Energfe 

1 0r AF potencial 

c 

Sentido de la reacción -• 

Donde (*) es llamado complejo activado, el que se localiza en un 

estado energ6tico mayor por cl que deben de atreve=or los ractivos para 

llegar cl producto. La diferencia entre la energía medir de los recctivos 

y le energía del conplejo activado es le Energía de Activación de le 

reacción hacia le derecha. Solo aquellas moiéculac de los rcectivos que 

en la colisión lleguen e tener la cantidad de energía por encima de le 

energía media serán capaces de reaccionar por colisión, las que n6 sufra 

rón colisiones elásticas. 

De lo anterior se puede indicar que le velocidad de une reacción 

química explicada por este teoría es proporcional el número de moléculas 

(concentración), que en le colisión lleguen a tcndr valores por arriba de 

la energía media del complejo activado (N;i ), es decir: 

velocidcdoC, M. 	.....(2) 

Para eliminar el signo de proporcionalidad es necesario introducir 

a la frecuencia de colisiones por unidad de tiempo (z), y le frecuencia 

relativo de esas colisiones que posean le orientcci6n cdecuadr. para dar 

lugar a la reccci6n (F), por lo que (2) da: 

velocid.'d = ^ZI. 	...•.(4) t 

Yo que la energía cinética de (
i  

t; ) este distribuida en términos fre 

cuenciales por la Ley de 3oltzmr.n cedicnte le siguiente c;prisión: 



N i 	_r. /nT 

r. _ 	-,. 
t 

.....(S) 

En que: 

E = Cncrfc de A'tiv. ción 
e 
[' — Conctentc !'n i versa I de Ion Ceses 
T - Temperatura Absoluto 

= Cent ided tot¥ I de les mol 6cu l es de Ion ^.cect i vos 

!teso I v i endo para N i en (5) y sustituyendo en 

-E /RT 

	

velocidad = PZ e a 	Nt 	.....(6) 

Ya que en el trabajo experimental la ccntidad se exprese como concen 

traci6n, se llega e: 
-E /flT 

	

velocidad = PZ e ¥` 	conccntreci6n 	.....(7) 

Al efectucr une anclogte con (2) se encuentre que: 

	

k _ nZ e a 	.....(á) 

Pudiendose expresar como: 

In !c = -(E /:'.)(1/T) + In PZ 	.....(1) 
e 

Si se efectue el estudio cin6tico en funci6n de Ie temperatura el 

tabular o al 9reficar: 

^eccci6n de Formación del 
Complejo de Mciscnhcimcr 

T b 

1/T1 In b1 

1./T9 In b,, 

1/T ? In b3 

1/Tn 1n bn 

^cacci6n de Destrucci6n del 
Complejo de t.ciscniicimer 

T 	a 

	

1/T1 	In al 

1/ T 2 

	

1/T3 	In a3 

	

1/Te 	 In rn 



Y el someter esos Actos e rc<resi6n 1inc.o1 se cve1uer5 e la :ner-fe 

de Activaci6n (E ), multiplicando el coeficiente de rc£resi6r. lincel a 
positivo (pendiente de la recto) por 1.97 ( 1̀). 

Teorte de le Velocidad Absoluto 

Esta teoría incorpore conceptos termodinámicos en su desarrollo, sien 

do perccide e le Tcorre de la Colisi6n en cI sentido en que enhes se 

refiieren a un estado energ6tico mayor, el cual deben de atre''e=er los rece 

tivos pera llegar eI producto. Le Teoría de le Velocidad Absoluta o del 

•Estado de Trcnsiei6n en lugar de considerar colisiones y la frecuencia 

relativa con que le colisi6n es eficiente para dar lugar cl producto, in 

dice que le velocidad viene detcrminede por le vclocic'cd del paso de los 

reactivos el estado de trensici6n. 

Le teoría considere un equilibrio entre los rcecti-'os y cl producto 

a troves del complejo activado (estado de trnnsici6n); ejcmpliFicendo 

en nuestro caso: 

nM + CM 	(AF....C1.)* 	CM 
Donde cl asterisco es usado perc denotar el estado de trensici6n; 

ye que la velocidad de rcecci6n hecie la derecho, viene dude por: 

velocided = .' (".c 	C": )* 	.....(10) 

Y que te mecánico cu{ntics he denostredo que todos los estados 

de trensici6n poseen una mismo constc.nte c!c ,'eIocided (v), Ic que es: 

:- = ^T/t¥h 

Donde: 

= Constontc '_In i versa 1 de los Cerco 
T = Temperatura ,Aso l uta. 
l! = kimero de Av.o,-c.dro 
h = Constente de P I r.ncl: 

Y seb i endo que: 

K = 	.....(tt) 
(nr)(c¥; ) 



1 elosr,.j:r 	 ... , 	(1 l) 	^ ¡ 	 , r t. 	il 

- 	(T/)!: (^. )(C.. ) 	..... (1.) 

rn Ic: -,ue se obecr¥'e 

Cons id: r:ndo los c i ¥u i entes conceptos tcrn{ocl ¡ n rc, i con rrn el cc,c} i 1 i br o 

qufn¡co: 

	

Qr¥f = -`'.T In !' 	..... (14 ) 

= AII" - T Qc4: 	.....(15) 

A.I dcnpejer de (l/,.) c i:;F y r.ust¡tuy^ndo en (13): 

k = (.`:T/"!h) e 	..... (16) 

Y el sustituir (5) en (16) se Ilcge C. obtener: 

	

!c = (^.T/:h) e 	e 	..... (l') 

En que 	Fi d c'F •r d'li1 son ley r ¥pect i`•''s c iTer_ncii.3 de le cner 

gfe libre, cntropfa, cntr.l^fa estándar cn el estedo de treneici6n y el 

cstccdo nornc. I de loe reect i voc; y esta í: l t ¡c{c ocue c ¡6n nos indice  I e de 

pcudcncie de Ic constente de vclGcidcd de una reecci6n quf^!icíe. Con le 

tcnperc urc. 

E7ectL' - {:d0 une c.nelo;'fc de lo. ecucci6n (17) con lc. ccu'c¡6n (9) se 

l l ec,,a c lee siguientes ¡dent i dr..de:s : 

(^T/I,,) = z 	.....(1 3) 

e 	=P 	.....\1%:Í 

Concluyendo c, perítir de este Último, iduni.ided que el cenbio d. 

	

Q . ¥: _ /¥ i!-£ - 	r 	ye que cncrfr. {,r..rc. lleo g 	c c'¥ 

	

s,:clo de tr.,nr,ición es 	L 	- 



c! térninc P (tv) e3 cero, debido 	q.:c nc r:iz,tc c-'rabio c:a .nit!^rn d 

une receci6n r,ufnírc en colucitn. 

Dc lo anterior re I IOff.^ .: j I 	i.r el 	ll e C"q tcll:; 

t 

	

1 	ñI 

	

libre 	C¡¥¡AF 
	

J 

cm 

Coordenada de reacción 

Pr.re detern nr.r el cmb i o de entrcp f c y c I i,.rtor cc frrcttcnc i c 

relativa, rae deben de crpi cer Iüs ect+ccior.ec (17) y (1^) rcopect'.rmntc. 
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