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I'NTRODUCC I ON

Los tevetésidos cardioténicos incluidos dentro del grupo de los
cardené! idos, son glucésidos constituidos por una genina o aglucona en
unién glucosfdica con un monosacdrido. La estructura b&sica de estos
cardenél idos la constituye el ciclopentanoperhidrofenantreno substituido
en las posiciones 13 y 14 por metilo e hidroxilo respectivamente, y
enfazado en el carbén 3 con el monosacdrido tevetosa de aquf su nombre
trivial, v en el carbén 17 con un butenélido o grupo cards (lactona alfa-

beta insaturada) el cual le confiere su propicdad farmacolégica.

CH
HO 3 H

Figura 1. Estructurs B&sica de un Tevetésido
Cardioténico.

Los tevetésidos cardiotédnicos sc forman como productos de
hidrélisis por la accién de enzimas endégenas a partir de glucésidos
nativos presentes en la pulpa de las semillas del género Thevetia.

Los tevetésidos conocidos hasta la fecha son:

~-La nerifolina (1) y cerberina o 2’ monoacetilnerifolina (2),
identificadas en I. neriifolia por Frerejacque en 1945.

-La peruvésida (3) aislada en T. Eeruviéna (también denominada I.

neriifolia) por Rangaswami y Venkata en 1958.




-La 2’ monoacetilperuvésida (4) aislada de I. peruviana por
Voigtlander y Balsam en 1969.

~-la ruvésida (5) y persutina (6) también aisladas de la misma -
especic por Lang y Sun en 1954.

Mientras que por parte de los glucésidos nativos:

-La tevetina A (7) y la tevetina B (8) aisladas de T. neriifolia
por Bloch y col. en 1960.

“la acetiltevetina B (9) aislada de I. pcruviana por Voigtlander y
Balsam en 1969.

-La tevefolina (10) aislada dec la especie anterior por Frercjacque
y Durgeat en 1971,

-La acetiltevetina A (11) identificada en T. nftida por Seclkopf
en 1974.

Hy
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. ?
) (1) Ry=CH; R,=H R =H (6) R =COOH R,=H R =H
(2) R=CH; R,=CH,CO R, =l (7) Ry=CHO R,=ll R, =genciobiosa
(3) R;=CHO R,=H R, =H (8) Ry=CH, R,=H R =genciobiosa
(4) R;=CHO R,=CH.CO R.=H (9) R=CH, R,=C,CO R =genciobiosa
(5) Ry=CH,OH R,=l R=il (10) Ry=Cl, R,=Hl R, =H (butenélido

en posicién alfa)

(11) R1=CHO R2=CH3CO R3=gch|ob|osa



En la RepGblica Mexicana existen 5 especies del género distribuidas

en 22 estados: T. ahovai, I. cucinifolia.o I. ovata, T. goumeri,

J. neriifolia o I. peruviana, T. plaumerifolia, y T. thevetoides; segln

las observaciones rcalizadas eb los Herbarios decl Instituto de Biologfa
de la UNAM y de la Escucla Nacional de Ciencias Biolégicas del (PN en
1980. For lo que el pafs posee un gran potencial para la obtencifén de
glucésidos caraiténicos, a partir de recursos naturales rcecnovables; que
pueden ser utilizados como materia prima, ya seca para la obtencién - de
medicamentos o para la sfntesis de nuevos férmacos.

México en 1977 y 1978 importé mezcla de glucbsidos carditénicos
por un valor de 232 076.00 pesos y 184 736.00 pesos respect ivamente.

Debido a esto es necesario.desarrollar una técnica analftica que permita

realizar un estudio comparativo del contenido de glucésidos cardioténicos

en especies del género mencionado.




FUNDAMENTACTI ON DEL TEMA

La variacién en la intensidad del color con la concentracién
de algdn componente en un sistema liquido, es la base de la cuantificacién
de este mediante técnicas colorimétricas.

El componente colorido del sistema 1o es por si mismo o generalmente
a causa de una reaccién qufmica que tienc lugar al agregar un reactivo
(o rcactivos) apropiado(s) al sistema bajo ciertas condiciones. El
componente colorido ccmo cualquier molcula, tienz una energfa interna
que es la suma de la energfe de translacién al existir mivimiento en la
molécula, energfa de vibracién al existir movimiento de 4tomos respecto
a tos dem&s, emergfa de rotacién al haber movimiento de la molécula
alrededor de un eje, y energfa electrénica al tener una configuracién
electrénica 1a molécula.

Dado que la energfa de la molécula puede adoptar solo ciertos valores
discretos, es I6gico que los niveles permitidos para la energfa vibracional
[rotacional, y clectrénica esten fntimamente en relacién con su estructura
molecular. SI la molécula interacciona con una radiacién clectromagnética
(energfa propagada en forma dec onda) de una frecuencia adecuada, de manera
tal, que la energfa de !a molécula aumente; esta molécula ha efectuado
una absorcién de la radiacién o sca una transicién dec un estado encrgético
menor a uno mayor. Ya que la energfa csta cuantizada cn los componentes
de rotacién, de vibracién, y electirénico, la cantidad de cnergfa absorbida
por la molécula esta limitada. Por esto la absorcién dec encrgfa es funcién
de la frecuencia de la radiacién electromagnética y por ende con la
longitud de onda de la misma.

La luz es una radiacién clectromagnética y una de sus caracterfsticas
es la longitud de onda asociada a ella; un compuesto colorido en ¢l cual
siempre esta presente un croméforo (grupo con insaturaciones), la absor
cién dec radiacién es en gran parte debido a las fransiciones electrénicas

de la molécula, donde la luz visible es la que proporciona suficicente




energfa .suficiente pgra dar lugor ¢ esas transiciones.

Como la cantidad de luz absorbida a una frccuencia dada se relaciona
con el nGmero de méleculas que absorben la radiacién, sc tienc lugar a
procedimientos cuantitativos entre la concentracién de la molécula y la

energfa absorbida por esta.

ANTECEDENTES DE LA CCLORIMETRIA
o Cuando un haz de luz a una longitud de onda permitida, incide en *n

medio homogenco; dicha luz incidente (1,) sec reflecja (Ir)’ se absorbe (Ia),

o se transmite (lt)’ es decir:

= | 4+ 1, + 1 veeae(1)
Ya que en la préctica lr sc puedc despreciar; (1) da:

o = 1 + 1 ceeea(2)
En 1760 Lambert investigé la relacién entre I, ¢ lt' o sca la -
relacién entre un haz de luz incidente y un haz de luz transmitido, y
posteriormente Beer en 1852 estudié la absorcién de luz de soluciones
con moléculas absochntes, mas cspecificamente un compuesto colorido.
La ley de LAmbert cstablece que cuando pasa un haz de luz monocrg
m&tico por un medio transparente, la disminucién dec la intensidad del
haz de luz con el espesor del medio es directamente proporcional a la

intensidad de luz; por esto:

—(dl/dt) ol ) eenael(3) Donde: ! = Intensidad de luz
inciderte de longitud
de onda pérmitida

t = Espesor del medio

Eliminando c! signo dc proporcionalidaﬂ:




-(d1/dt) = ket eeen (@)

Separando variables y resolviendo la ccuacion diferencial entre los

{fmites indicados:

-(di/1) = kyde  .....(5)

di/t = -k dt )]

Da lugar:

n (1./0) = =kt oeni(7)

Resolviendo para lt:

-k, t
I, = e 1 vee..(8) Donde: k, = Consatante de propog
cional idad.

i

4 1

g = La intensidad de luz transmi

tida del medio absorbente.

]

La intensidad de la luz incj
dente que llega al medio
absorbente.

Io

t = Espesor del medio.

~|V . .
Indicdndonos la expresién anterior, que al zumentar aritméticamente

el espesor del medio la intensided de la luz transmitida decae exponen
cialmente.

Ya que: In x = 2,3206 log10 x

Entonces (¥) pucde expresarse:




2.3206 log, (/1) = Ryt Ll (9)

t

Resolviendo para lt:

-(k1/2.3206)t

I, =1, 10 eee.a(10)

t [o]

ST k, = k;/2.3206, (10) es:

eeeaa(11)

Donde k2 se llama coeficicente de extincién, ya indicado por Bunsen
y Roscoc en 1857; el cual se le define como la inversa del espesor (1 cm)
requerido para reducir @ un décimo la intensidad de la luz incidente.

0 sea quec mateméticamente I, = 0.1 1,, lo que al substituir en (11):

t
-k,t
0.1 =10 -~ ceena(12)
Y solo esto se cumple cuando k, = 1/t.

A la re=6n lt/lo, que es la Traccién de la luz incidente tronsmitida
por un ecspesor t-del medio, se¢ denomina trannisién o transmitancia,
mientras que al inverso del logaritmo basc 10 de la transmisidn sc |lama
cbsorcién o absorbanciz, a menudo denominada densidad 6ptica o extincién.

De lo anterior:

T = lt/lo ceeeo(13) Donde: T = Transmitancia

Substituyendo (13) ecn (11):

-k,t
2

T =10 ceenl (1)




Obteniendo logyy de la expresién (14):

~-k,t

logyo T = logyq 10 -~ eess-(15)

Eliminando funciones inversas:

log10 T = -k2t vee..(16)

log10 (/1) = kzt cenea(17)

Sabiendo quec: Iog10 (1/7T) = A  .....(18)
Donde: A = Absorbzancia; al substituir (18) en (17)

i

k.t vaeea(19)

A=k,

Lo cual indica que la absorbancia es una funcién lincal del espesor
de! medio absorbente.

En 1852, Beer cstudié la influencia de la concentracién de una
molécula colorida sobre la transmisién y absorcién de luz. Descubrié
que cxiste la misma funcién cntrc la transmisién y el espesor del medio;
es decir, la intensidad de un haz de luz monocromitico disminuye exponen

cialmente con la concentracién de la molécula absorbente:

I=1,e 5  .o...(20)

En que: k3 = Constantc dc proporcionalidad.

c = Concentracién de la molécula absorbente.
Por 1o que al combinar ambas funciones se puede plantecar que la
razén de cambio cn la disminucién de la intensidad de un haz de lu:z
monocromftico con cl espesor del medio, cs dircctamente proporcional a

la intensidad de luz y a la concentraci6én de la molécula absorbente;




por lo tanto:
-(d1/dt) & lc ..... (21)
Eliminando ¢! signo de proporcionalidad:

~(di/dt) = k4lc ..... (22

Separando variables:

-(dt/1) = k4c dt veeea(23)

Integrando entre los !fmites indicados:

I t
di/1 = ~k,c dt  .....(24)
1, 0
Lo que da:
tn (1,/15) = “kgot L.l (25)

Representando a (25) en logaritmo base 10:

fog g (lt/lo) = ~(k4/2.3206)ct canea(26)

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

—(k4/2.3206)ct
0

/1o = 1

Si £= k4/2.3206 ceeea(28)
Y at substituir (13) y (28) en (27):




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

= Coeficiente de extincién

c = Concentracién de la
molécula absorbente

t = cspesor del medio
absorbente
De (21): A = log,q (1/T)
Al resolver para T:
T=10"" .....(30)
Substituyendo a (30) en (29):
104 =10 "€t ...

Resolviendo para A:
|
A=F§fct cee.a(32)
|

Siendo esta Gltima expresién la Ley de Lambert-Beer, funcién
fundamental de la colorimetrfa y en general de la espectrofotometrfa; la
cual indica que la absorcién por una molécula colorida de un haz de luz
monocrom§tico sigue una dependencia linecal con la concentreciédn de esta
y el espesor del medio. El coeficiente de extincién es la constante de
proporcional idad, que es independicnte de la concentracién, paso de! haz
de luz e intensidad de la luz, y dependicnte de la temperatura, disol
vente, cstructura molcecular, y longitud de onda detl haz de luz. Las
unidades de épsilon (£ ) se determinan a partir de c y t; sf t es dada
en centfmetros y ¢ en gramos sobre litro, tiene unidades de litro
sobrc gramo-centfmetro y sc llama cocficiente de extinciédn cspbngico,

. . . 1/
fndice de absorbfncia, o absortividad, represcntandose como E

1 cm




17 . . .
A llcm' ST ¢ se expresa en moles sobre litro tienc unidades de litros

sobrec gramo-centfmctro y cs ¢l cocficiente de extincién molar o absort]

vidad molar y. se represcnta como € o a.

ANTECEDENTES DE LAS TECNICAS COLORIMETRICAS EN LA
CUANTIFICACION DE CARDENOLIDOS .

La cuantificacién colorimétrica de los tevetésidos cardioténicos
se puede basar en !as reacciones coloridas dec la genina, que Frerejacque
y de Graeve en 1963 las clasifican en recacciones en medio &cido y cn medio
bésico.

Reacciones Coloridas cn Medio Acido.- Estas reacciones son cspecffj *
cas para el anillo esteroidal de la genina, siendo el principal reactivo
el Scido sulflrico, como ecn:

-La determinacién cuantitativa:=de digitonina en semillas de D. purpureca
con &cido suiftrico concentrado realizada por Ellnain-Vojtaszek y col.
en 1975.

~-La cuantificacién de cscilarinas en preparaciones y formas farma
cefiticas mediante la recaccién de Licberman por Kurkela en 1958,

~La determinacién de esciloglucésidos en plantas silvestres de
U. maritima mediante la reaccién de Licberman-Burchard después de une
separacifén por cromatograffa en capa fina por Karawya y col. en 1973.

=Y la determinacién de cscilarina con una variante de la reaccién
anterior por Dequcker y Leculi cn 1956, de la siguiente forma:

«..a 2 ml de la disolucién acética de escilarina agregar 3 ml de
anhfdrido acético, 5 ml de 4cido sulfGrico al 16 en anhfdrido acético, y
después de 90 minutos determinar la absorbdadcia a 661-662 nanémetros.

Reacciones Coloridas-énMcdio Bésico.~ Estas son especificas para

la lactona alfa-bébds insaturada (grupo carda). debido a que el metileno
activo en dicho medio forma complejos de Mcisenhcimer en presencia de
un compuesto nitroaromatico segGn las investigaciones de Kovar y col.

publicadas en 1977. Entrc los compuestos nitroaroaromaticos cmpleados




en las reacciones con cardenélidos con objeto de efectuar determinaciones
colorimétricas en estudios de diversa fndolc, se tiencn los siguientes:

-Acido pfcrico

-Metadinitrobenceno

~Acido 3,5 dinitrobenzoico

-1,3,5 Trinitrobenceno

~Acido 2,5 dinitrobenzoico

~Acido 3,5 dinitrobencensulfénico

-2,4 Dinitrodifenilsulfona

=2,4 Dinitro-4’ metildifenilsulfona

-2,2',4,4" Tetranitrobifenilo

Que a continuacién sc describen:

Reaccién con Acido Pfcrico.~ Baljet en 1918 describié la reaccién
de gluc6sidos cardiot6nicos con este, adicionando al material en fase
s6lida un volumen dado de una solucién 1:1¥ .de &cido pfcrico al 5%%-en
etanol e hidréxido de sodio al 10%. Knudson y Dresbach en 1923 proponen
usar una sélucién 95:5 de Scido pferico al 1% ¢ hidréxido de sodio al
10%, al cual se le denomina Reactivo Alcalino de Picrato, mismo que Bell
y Krantz aplican en 1945, 1946,en una técnica cuantitativa para glucésidos
digitélicos puros, mediante la absorbancia producida por estos en presepn
cia del Reactivo y que posteriormente la Farmacopea dc los Estados Unidos
X1V la adopta para cuantificar digitoxina y ouabaina tanto ecn materia

prima como en formas farmaccGticas.

0 ’ . [ 4 .
N * Todas las soluciones liquido-tiquido son volumen a volumen, a
menos que se indique otra cosa.
. . ¢ . .
# Todas las disoluciones liquido~-sélido son peso a volumen, a menos

que se indique otra cosa.



Swoap en 1948 cn un estudio comparativo cntre el método biolégico
y el método quimico; para determinar la potencia en 20 tincturas decolora
das y 37 lotes de preparaciones purificadas de glucdsidos digité!licos,
utilizé al Recactivo Alcalino de Picrato:

«o.a 5 ml de la disolucién ctandlica del glucésido digits!ico,
agregar 5 ml del Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, dejar reposar
por espacio de 20 minutos y leer la absorbancia hasta antes dec los 30
minutos a 525 nanémetros.

En cse mismo afio Bell y Krantz indicaron que el uso de hidréxido
de tetraetilamonio como alclinizante en la reaccién de Baljet mejora
la sensibilidad de la técnica en un 1007 respecto dec la que usa hidréxido
de sodio en la cuantificacién de digitoxina. Por lo que sugieren usar
como reactivos al 4cido pfcrico al 57 en metano! absoluto (a) e hidréxido
de teraetilamonio al 107 (b):

«v. @ 2 ml de la solucién metan6lica 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 publicacién concluyen que las lecturas de absor:-.
bancia se deben de efectuar a 525 nanémetros, .20 minutos después de
adicionar a la disolucién de digitoxina una disolucién que contenga 1 g
de &cido pfcrico y 1 g de hidréxido de sodio en 100 m| de metano! ai
50Z. Ellos mismos en 1949 indicaron en base a un estudio cuantitative
para la digitoxina y digitoxigenina, que en las técnicas reportadas por
por ellos mismos en 1945 y 1948 dichos cardenélidos tienen una respuesta
molecuiar (coeficiente de extincién molar) idéntica para ambas técnicas
colorimétricas.

Buffoni y Giotti en 1949 reportan que las curvas de estabilidad
del mismo complejo para varios cardenélidos de diferentes geninas,
presentan diferencias en la mayorfa de ellas.

Kennedy en 1950 mencioné que ¢! procedimiento cfectuado por Bell y

Krantxz en 1949, en que utilizan como alcalinizante hidréxido de tetraetil




Amonio puede ser utilizado para cuantificar otros glucésidos digit4licos;
basandose en los estudios de estabilidad del complejo y obediencia a la
ley de Lambert-Beer con digitoxina, digoxina, y tantésido C. El autor
hace uso de un reactivo, que contienc 1 g de Scido pfcrico en 50 ml de
metanol, 20 m! de hidréxido de tetraetilamonio, y agua suficiente para
100 ml en el procedimiento siguiente:

s @ 10 ml de la disolucién metanélica de! digitélico, adicionar
15 ml del reactivo anterior, agitar, rcposar durante 30 minutos, y
determinar la absorbancia a 495 nanémetros.

Concluyendo que a 495 nanémetros la sensibilidad de la técnica es
mayor que a 525 nanémetros, y la respuesta molar no es la misma en los
3 digit&licos.

Newland en 1950 reporta la utilizacién del Reactivo Alcalino dec

Picrato.para la cuantificacién de geninas provenicntes de hojas de

digit&licos mediante previa hidr8lisis &4cida, determinando a 492 nanémetros

la absorbancia de la solucién 30 minutos después de la adicién dcl
reactivo.

Brindle y Rigby también en el mismo afio, investigan la rcaccién de
Bal jet en tincturas digitd8licas decoloradas dando la siguientc técnica:

ee. a 12.5 ml de la disolucién del digitélico, agregar 12.5 m! del
Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, y determinar la absorbancia a 525
nanémetros después de 1 hora. Donde el ticmpo de lectura lo indican del
estudio de la estabilidad del complejo.

Kdern en 1952 cuantifica tanto la digitoxina como su genina con
previa scparacién cromatogrifica en columna de alumina:

«se. @ 5 ml de la solucién del cardenélido (5 mg? a 10 mg?), adicionar
5 ml del Reactivo Alcalino de Picrato, agitar y medir la absorbancia a
492 nanSmetros entre 15 y 30 minutos. Mencionando que el método propuesto
puede aplicarse a la determinacién de digitoxina en tablctas, pero no
asf en tincturas digit4licas.

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

1




en 1948, argumentando que la longitud de onda clegida por estos autores
(525 nanémetros) no es la adecuada para realizar la determinacién cuan
titativa de digitoxina, ya que scgln cl estudio sobre la absorcién del
complejo al espectro visible cl m&ximo se localizé alrededor de los 495
nanémetros, ademds de que cl Reactivo Alcalino de Picrato produce color
con el ctanol el cual interficre con la cuantificacién del glucésido
digitélico; por lo que la cantidad de ectanol tanto cn e! blanco como en
la solucién a determinar la absrobancia debe de scr la misma. El autor
por lo tanto da la siguiente técnica:

eea @ 5 ml de disolucién de digitoxina (2 mg? a 8 mg?) en ctanol al
50Z, adicionar 5 m! de! Reactivo Alcalino de Picrato (recicentemente pre
parado), agitar, reposar durante 20 minutos, y determinar la absorbancia
a 495 nanémetros, respecto de un blanco constituido por 5 m! de ctanol
al 504, v 5 m! del Reactivo tratado de forma semejante. Determinando el
tiempo de lectura en base al estudio de cstabilidad del complejo.

Eastland y col. en 1952 efectGan la evaluacién qufmica de soluciones
de gluc6ésidos digitélicos usando cl| Reactivo Alcal jno de Picrato:

seo a 5 ml de la disolucién del glucésido digitslico en ctanol al
70%, agregar § ml del Reactivo reccientemente preparado, agitar, y deter
minar la absorbancia a 530 nanémetros después de 20 minutos.

En 1955 Sellés y Fléres, utilizando al Reactivo Alcalino de Picrato
para cuantificar digitoxina; concluyen que la lectura de absorbancia
debe de realizarse a los 30 minutés de adicién del reactivo a 520 nané
metros .

En el mismo afio la Farmacopca de los Estados Unidos XV reporta como
métodd, oficial para cuantificar digitoxina u ouabaina tanto en materia
prima como en formas farmacciticas (mediante previa extraccién); la
siguiente ténica:

.«. evaporar a sequedad un volumen equivalente a 200 pg de digitoxina

con ayuda dc una corriente de aire y un bafio Marfa, humedecer el residuo



con 0.5 ml de alcochol¥®, evaporar una vez mis a scdhcdad, enfriar,
adicionar 5 m! de alcohol, reposar por 15 minutos agitando ocasionalmente
, agregar 3 m! de Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, proteger de la
luz, y después de 5 minutos determinar la absrobancia de la solucién

cada 2 minutos hasta obtener el valor miximo a 495 nanémetros, respecto
de un blanco que contenga todo excepto digitoxina tratado de igual manera.
En donde el Reactivo Alcalino de Picrato es preparado con 20 ml de &cido
pferico al 1%, 10 ml de hidréxido de sodic al 5%, y agua suficiente para
100 m!; siendo este estable por 2 dfas.

Fuchs y col. en 1958 cuantificarcn los glucésidos m&s importantes
en extractos del digital, no sin antes recalizar una sepafaci6n por
cromatograffa en papel; determinando la absorbancia de la solucién
problema a 498 nanémetros 20 minutos decpués de la adicién del Reactivo
Alcalino de Picrsto.

En 1960 la Farmacopea de los Estados Unidos, da un método semejante
al de su antecesora para la cuantificacién de los cardendlidos indicados,
excepto que la lectura de absorcién del complejo se efectGa a los 16
minutos de reposo a 25 + 3° C.

La Farmacopea Britdnica de 1963 proporciona un Tétodo para cuanti
ficar digitoxina:cn tabletas, previa separacién por cromatograffa en
columna:

... a 5ml de digitoxina (0.004Z) 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 absorbancia a 495 randémetros -respecto de un blanco que contenga
5 ml de alcohol y 3 m! de! reactivo tratado de manera semcjantc. En esta
el Reactivo Alcalino de Picrato es el mismo que utiliza la Farmacopea

de los Estados lUnidos XV.

# Si no sc indica otra cosa, el alcohol es etano!l al 967,




La Farmacopca Cficial de la RepGblica Italiana de 1965 menciona
la siguicnte técnica para cuantificar digitoxina:

... a 5ml de la disolucién ctanélica de digitoxina (4 mg®), adicionar
3 ml de la solucién alcalina de picrato sédico, agitar, decjar reposar
cn un lugar obscuro cntre 22° y 28° C, y después de 16 minutes lcer la
absorbancia a 495 nanémetros frente a un blanco que contcnga todo cxccpto
digitoxina, sometido al mismo procecdimicnto. Donde la soiucién alcalina
de picrato sédico e¢s una combinacién de 30 m! de disolucién dc &cido
pfcrico al 0.66%, 6 m! de disolucién de hidréxido de sodio al 8%, y
suficiente- agua hasta 100 ml; indicando que dcbe de ser utilizado entre
las 2 horas después de su preparacién.

También reporta el uso de disolucién de 4cido pficrico al 39 (a), e
hidréxido de sodio al 1% (b), para cuantificar ouabaina cn preparaciones
inyectables:

... @ un volumen cquivalente o cercano a 0.5 mg de ouabaina, si es
nccesario acomplctar a 2 ml con agua; agregar 10 ml de alcohol, 5 mi-dc
(a), 5 ml de (b), agitar, y determinar la absorbancia de la solucién a
421 nenémetros entre los 5 y 10 minutos respecto.de_un-blanco-de.2.ml.de
agua somctidos al mismo proceso.

Ting y Lou en 1966, en base a los estudios sobrc la cuantificacién de

glucésidos cardicténicos cn tincturas de Periploce sepium con una solucién

9 : 1 de 4cido plicerico al 1%, ¢ hidréxido de sodio a! 107, reportan que
el méximo de absorcién de la solucién resultante ocurrce a 505 nanémctros,
y el color es més intenso y mis estable entre los 40 minutos y 80 minutos,
pero la funcién absorbancia-concentracién decl glucésido no sigue estricta’
mente la Ley de Beer.

La Farmacopca Europea de 1969 indica la preparacién de! Rcactiveo
Alcalino de Picrato de la mancra siguiente: disolver 0.25 g de carbondto
de litio junto com 0.5 g de &cido pfcrico en 80 m! de agua caliente,
enfriar, y llevar con agua a 100 m!; ¢! que c¢s utilizado para la cuan

tificacién de digitoxina;



.+« a 5ml dec disolucién de digitoxina (40 yg/ml) cn ctanol al 907
adicionar 3 ml de! Reactivo Alcalino dec Ricrato, agitar, dejar rcposar
por 30 minutos protegicndo de la luz, y medir fa absorbancia a 495
nanémetros a 20° + 1° C, en refercncia de 5 ml de ctanol tratado de forma
igual.

La Farmacopea HGngara de 1970, da la siguiente técnica cuantitativa
para digitoxina:

ere a 2 ml de disolucién de digitoxina (10 mgZ0 en metanol, agrcgar
8 ml de metanol, 10 ml de solucién de picrato de sodio, agitar, rcposar
en un lugar obscuro por 30 minutos, y determinar la absorbancia de la
solucibn contra una combinacidén de 10 ml de metanol y 10 ml de solucién
de picrato de sodio a 495 nanfmetros. La solucién dec picrato de sodio
se prepara al momento dc usarse con 1 g de 4cido picrico cn 50 ml de
metanol, 5 ml dec disolucién de hidréxido de sodio ul 107, y agua hasta
100 ml.

Kazarinov y col. en 1971, determinan convalatoxina usando solucién de
picratce de sodio, la cual es preparada con 0.9 g de &cido pferico, 5 ml
de disolucién de hidréxido de sodio al 10%, y aforo con agua a 100 ml,
utilizandole en la siguientec técnica:

.e. a 2 ml de disolucién metanélica de cdonvalatoxina (20 mg¥), -agregar
3 ml de metanol, 5 ml de solucién de picrato de sodio, y determinar la
absorbancia 15 minutos después, con un filtro verde-azal (longitud de onda
méxima = 490 nanémctros).

La Farmacopca Helvética de 1971 usa una combinacion.de 7 ml de
hidréxido de sodio al 7% con 93 m! de 4cido pfcrico al 1¢, denominada
solucién alcalina de picrato, la que cs preparada en ¢l momento de su
uso en la cuantificacién dc digitoxina:

«vs @ 5 ml de disolucién metanélicce de digitoxina (5 mg), adicionar
5 ml de solucién alcalina de picrato, agitar, rcposar por 25 minutos a
20 + 1° C, y decterminar la absorbancia de la solucién a 490 naonémetros

respecto de una solucién con 5 ml de metanol y 5 ml de la solucién alcalina




preparada ol mismo ticmpo que la solucién a examinor.

Karawya y col. cn 1073. reportan que la sensibilidad del Recactive de
Baljet, asf como la cstzbilidad del complcjo cs influenciada por cl
contenido de hidréxido de sodio ¢n ¢! mismo, durantc un ostudio cuantj

tativo de olecandrina y adincrina en Merium Clcander.

La Farmnacopea Briténica de 1973, sigue utilizando el nismo reactivo
que menciona la Farmacopea de los Estados Unidos XV, para la cuantificacién
de digitoxina:

-+= en un lugar obscuro, a 5 ml dc disolucién alcoholice de digitoxina
(4 mg), adicionar 3 ml de! rcactivo recicntemente preparado, agitar,
rcposar durante 6 minutos entre 22° y 28° C, y detcrminar la absorbancia
de la solucién resultante a 495 nanémetros, respecto de un blanco con g
ml de alcoho! y 3 ml del .reactivo somctido cl mismo procedimicnto. Esta
téenica es usadc pera cuantificar digitoxina en tablctas previc separacién
por.cromatograffa ¢n columna.

Tento la Farmccopes de los Estaos Unidos X1X, XX, como la Farmacopea
Nacional de los Estados Unidos !Mexicanos 4z., dan la siguiente téenica
para cuantificar digitoxing cen materiz primz y en forma Farmaccdtica-(tg
blctas):

<+« evaporar a scquedad § ml de une disolucién de digitoxina (40 MS
/ml) en alcohol, con ayuda de un bafio de agua y una corricnte de aire,
humedecer ¢l residuo con 0.5 ml de alcoho!l, cveporer nucvamente a sequedad,
enfriar, adicionar 5 ml de alcohol, recposar por 15 minutos o 25 =3°C
agitando ocasionalmente. En un lugar protegido de la luz agregar 3 mi del
Reactivo Alcalino de Picrato, agitar, rcposar durante 8 minutos a 25 +
3° C, y determinor la absorbancia s 495 nenémetros cn intervalos de 2
minutos hasta obtener ¢l velor méximo, contra un blanco que contenga
todo excepto digitoxina sometido al mismo proceso. Donde ¢l Recactivo
Alcalino de Picrato e¢s une soluci6n con 20 m! de disolucién de &cido
pferico al 17, 10 ml dec disolucién de hidréxido dc sodio al 57, y agua

hasta 100 ml, sicndo viable durante 2 dfas después dec su preparacién.




Machova y Sovova 2n 1979 determinaron el contenido total de car

dendlidos en Coronilla varia utilizando una solucién con 95 ml de

disolucién de 4cido pfcrico al 1< con 5 ml de disolucién de hidréxido
de sodio al 207, incubando !a solucién problema con el reactivo a 70° C
y pH de 11.9 por 30 minutos y determinando la absorbancia a 490 nanémetros.

Entre otras publicaciones en que utilizan al &cido pifcrico con fines
cuantitativos sc encuentran:

-La modificacién a la reaccién original de Baljet con objeto de_....
cuantificar glucésidos digitdlicos y sus preparaciones por Abrams y Dunn
en 1950.

~-La determinacién del contcnido de glucésidos cardiacos en muestras

de Digitalis purpurea provenientes de cultivos hidropénicos para cvaluar

el efecto de la estacién anual, edad de la planta, y temperatura ambiental
por Tsao y Youngken en 1952.

-La evaluacién de digit4licos en D. purpurca con objeto de comparar
tanto el método biolégico como el método quimico por Rowson y Dyer en
1952.

.. -La cuantificacién de agluconas tanto libres como combinadas en
hojas del digital, efectuada antes y después de la hidrélisis enzimética
endégene para determinar el porcentaje de glucésidos primarios, secunda
rios, y agluconas por Tattje y Van Cs en 1953.

~La evaluazién de digitoxina en tabletas y muestras purificadas
con el fin de comparar el método celorimétrico rcportadeo cn la Farmacopea
de los Estados Unidos X1V, respecto del método biolégico (en pichones)
reportado por la Farmacopea de los Estados Unidos XIIl, por Braun y
Lusky en 1954.

~La determinacidn del contenido de glucésidos cardiacos en cxtractos
percolados de hojas secas de D. lutca y D. purpurca con el fin de comparar
2 métodos de sccado por Cosgrove y Guth en 1054,

-La cuantificacién de glucésidos carditénicos en preparaciones




farmacetGticas (ampulas, soluciones, y supositorios) por Kurkcla on 1058,

-La determinacidn fotométrica de glucédsides cardiacos en extractos

acunsos de Adonis vernalis somctidos a almacenamicnto y calcentamicnto

por Tarasova en 1962,

-La microdeterminacién de k-estrofantinz, g-estrofantina, y digitox
ina por Brockelt en 1963.

-La determinacién de lanctésido C con hojas de D. lanata por Boichinov
y col. en 1964.

~-La cuantificacién de cardené§lidos a partir de tincturas preparadas
de 8 mucstras de digit§licos para comparar 3 métodos de cuantificacién
por El-Keiy y col. en 1965.

-La cuantificacién de k-estrofantina previa separacién por croma
tograffa en capa fina por Corona y Raiten en 1965,

~La cuantificacién de convelatoxine en tabletes por Zharkove y col.
en.1967.

~La determinacién de convalatoxina en hojas de C. trancaucasica,

C. keiseky, v €. majalis por Kazarinov y col. en 1049,
-El contenido de glucésidos carditédnicos en hojas, flores, tallo, y
cdscara del tallo en N. olcander por Karawya y col. ecn 1970.

~-La estimacién dc convalatoxina en hojas de C. majalis, C. orientalis,

C. transcaucasica, adem8s de la estimacidén de digitoxina y gitoxina

antes y después de hidrélisis enzimdtice en D, purpurca por Dzyuba y.col.
en 1972,

-La determinacién de crdenélidos en D. purpurca y D. lanata por
Kartnig y Dauhofer-Noechammer en 1072,

-La cuantificacién de lanatésido C en preparaciones, no sin antes
separar por cromatograffa en capa fina por Karamalckova en 1974.

-La determinacién de acovenésido A, acovendsido C, y ouabaina en

diferentes 6rganos de A, spectcbilis por Karawya y col. en 1974,




Recaccién con Metadinitrobenccno.- Marthoud en 1935 y Raymond:en
1938 y 1939, son los primeros cn cstudiar cste compucsto en soluciones
alcalinas fuertes. La Farmacopca de los Estados Unidos XIV y XV reportan
una técnica cuantitativa para digoxina utilizando cste compucsto, la que
es usada por Canabick en 1950 parc estimar digitoxina y otros cardenélidos.
Esta técnica prescntaba problemas de reproducibilidad debido a la poca
estabilidad de!l complejo formado, por lo auc Rouson en 1952 propone seguir
la absorbancia dc! complejo a 620 nanémctros registrando las lecturas en
intervalos de 30 segundos para después realizar una extrapolacién en
pape! semilogarftmico de la lectura de absorcién cuando el tiempo es igual
con cero, encontrando reproducibilidaed en la cuantificacién dc una misma
solucién de digitoxina.

Tanto en la Farmacopea de los Estados Unidos X1V como la XV usan una
disolucién de metadinitrobenceno al 1¥ en alcochol rcecientemente preparada
(a), y disolucién de hidréxido de sodio 1 N diluida 1 a 5* (b):
' «». aforar a 50 m! una cantidad equivalente de 20 mg de digoxina con
alcohol del 80%, a 10 ml de esta adicionar 4 m! de Scido acético glacial

dilucido 1 a 2, y aforar con alcohol del 80% a 100 m!, transfurir 5 nl de

incubar entre 0° y 2° C, adicionar lentamente 2 mil dec (b) anotando el
ticmpo de adicién, y cxactamente 5 minutos después lecr la absorbancia
de la solucién a 620 narnémetros respecto de un blanco de 5§ m! de =!cohol
tratado de i1gual manera.

Banes en 1954 indica que a 0° C bajo las condiciones anteriores que
la méxima absorbancia se alcanza en menos de 5 minutos y ¢! color
desaparece ripidamente, a temperaturas mayorcs la destruccién del complejo

se acelcra, por lo que es diffcil obtencr reproducibilidad en la absor

*Las diluciones son volumen a volumen y si no sc indica otra

esta solucién a un tubo de un colorfmetro, agregar 5 ml de (a), agitar,
!
cosa, Son cn agua.




bancias de alfcuotas de une misme solucidn  trotadas de ~inery idéntica,

por lo que el mismo autor cn el mismo cfio y junto con Carol eon 1052, 2on

hane o los estudios cfectuados por llassal y Lippman publicodos en 1253

cobre la utilizacién de solucioncs bdsicas débiles cn la estabilidad de

los complejos resultantes de varios cardenélidos con metadinitrobenceno

, da una técnica cuantitativa para determinar digoxina en inyecciones

v tabletas no sin antcs extraer con cloroformo, utilizando ¢l siguiente

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

, agregar 1 ml de hidréxido de tctrametilamonio al 109 ~ la solucién

frfa, y aforar a 100 ml con etanol. Este lo usa en la siguiente técnica:
... transferir 5 ml de una solucién etanélica de digoxina (50 Mg/ml)

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

a bafio Marfa, enfriar en un deseccador al vacio por 30 minutos, agregar

4 ml del rcactivo rccicntemente preparado, rcposar a temperatura ambiente

por 15 minutos, y determinar la abscorbancia a 615 nandmetros hasta obtcner

el valor méximo de lectura.

Y dan (Banes y Carol) una técnica cuantitativa para determinar
digitoxina en tabletas previa scparacién por cromatograffia de particién,
utilizando los siguientes rcactivos; metadininitrobenceno al 2% en ctanol
(a), ¢ hidréxido de sodio al 1 cn etanol del 907:

... a 2ml de una disolucién ctanélica de digitoxina (ZOO.Mg/mI),
adicionar 1 ml de (a), 1 ml de (b), agitar, y determinar la absorbancia
a 560 nanémetros en intervalos dc 2 minutos hasta obtener el valor méximo.
de lectura respesto de un blanco de alcohol tretado de menera idéntica.
£n ambos casos cl (los) cutor(es) uryumenta(n) reproducibilidad de la
téenica.

A partir dc estas publuccciores se genercliza ¢l uso dc soluciones

Y

C

stobil ~ ~l complejo del cardenélido con

3]

bésices débiles con objete de

metodinitrobenceno. Coito por cjemplo la téeni-a que reporta o Farmecopen

de tos Corados Unidos NWE on - cucebilicacién de Jdigosina ron |

reactivo siguiente; o 1wl de hidedxido do Ctract il nonio a2l 137, ~gregar

140 wml de alcoho! dehidi v a, tidal e ans porcidn de st o colucién
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con &cido clorhidrico 0.01 N, ajustar a unc concentracién de 0.008 N de
le base por dilucién con clcohol dehidratado si e¢s necesario, ¢
inmediatamente antes de su uso, combinar 40 mi de esta solucién con 60 ml
de disolucidén ol 57 de metadinitrobenceno en benceno. Este recactivo es
usado cn ¢l proceso que siguc:

... disolver 25 mg de digoxina en 50 ml de alcohol caliente, enfriar
y aforcr 2 100 m! con alcohol, agitar, diluir 10 ml de esta disolucién
a 100 mit con alcohol, transferir 5§ mi de {a solucién anterior a un tubo
de ensaye de fondo cénico, cvaporar a bciio Marfa hasta sequedad con
ayuda de una corriente de aire, cnfriar el residuo en un desecador durante
15 minutos, adicionar 15 ml del reactivo, dejar rcposcr por 15 minutos a
una temperatura quc no exceda de los 30° C, y determinar la absorbancia
de la solucién a 620 nanémetros en intervalos de 1 minuto hasta obtener
el méximo de lectura respecto de 5§ ml del rcactivo. Estz técnica también
es usada en combinacién con técnicas de separacién para la estimacién de
digoxina en inyeccciones y tablctas.

La técnica anterior ha sido usada como método oficial para la
determinacién de digoxina en formas farmacetticas y en materia prima
con modificaciones minimas, como por cjemplo: el uso de hidréxido de
tetractilamonio al 257 peso a peso en lugar del 102 en la preparacién del
rcactivo que indica {a Farmacopea Oficial de ta Repablica ltaliana de 1965
, la cantidaed del volumen de base que es de 4 ml en ves de 1 ml, también
en la preparacién del reactivo en la Farmacopea de los fistados Unidos
XX y XX.

Entrc otros trabajos donde es utilizado ¢! metadinitrobenceno sec
cncucentra:

~La microtécnica cuantitativa para cardenélidos poe Brockelt en 1963.

-La determinacién cuantitctiva de g-cstrofantina en sangre, plasma,

y masculo (lengue) por Reitncuer en 1080,




Jecccidbn con Acido 2,5 Dinitrobenzoico.- Nedde on 1047 fue ol Primero

cn usar el reactivo al 20 en ctano!l (z), uscndo como basc hidréxido de
sodio 1 N (b), para la estimzcidn de tincturcs decolorades de digitdlicos
por cl siguicnte procedimicnto:

«.» @ 5 ml de la tinctura digitélica diluida, agreger 5 ml de (=),

2 ml de etanol, 2 ml de (b), aforar a 25 m! con agua, egitar, dejar
reposar durante 1 hora a 20° C, y determinar la absorbancia a 530 nanémetros
respecto de una dilucién de la tinctura digitélica.

Rowson cn 1952 indica que la eleccién del blanco que utilizé Kedde
no es cl adecuado debido a que ¢l &cido 3,5 dinitrobenzoico en medio
bidsico da color, el cual interfiere con la lectura. Por lo que ¢l autor
investiga la técnica:

«-« a un volumen de una disolucién dec digitoxina que contenga de 0.1
a 0.8 mg de ctanol del 507, agregar 2 ml de &cido 3,5 dinitrobenzoico al
2% {en ctanol del 507), 9 ml de ctanol, 1 m! de hidréxido de sodio 1 N,
agitar, y seguir la absorbancia de lc solucién a 530 nanémetros, hasta
75 minutos, cn rcfercncia dec una solucién tratada dc igual mancra,
conteniendo todo lo antcrior cxcepto digitoxina.

El cutor obscrvé que la absorbancia sc incrementoba en los primeros
6 minutos permanceicndo constantce durante 12 minutos para después disminuir
hasta cl ticmpo en que dura la expericncia. Experimentos posteriores del
cspectro de absorcién indican que el miximo dc absorcién del complcjo sc
cncuentra alrededor de los 535 nanémetros.

Pratt cn 1952 rcporté un disciio de una técnica colorimétrica para
estimar digitoxina cn tcobletas, mediante previa extraccién con etanol,
utilizando 4cido 3,5 dinitrobenzoico al 1% en ctano!l (a), y como base
hidréxido de benciltrimetilamonio al 407 (b):

-+. a 3 ml de una disolucién ctenblice de digitoxina (15 yg/ml),

Anc! n
e

cdicioncr 15 ml de ctanol del T, 2 ml de (a), 2 ml de (b), agitar, y

determinar la absorbancic o S50 nandmcbros h-sie obtener o mfasimo do

bectura respecto de un bl-~nvo que contonge todo ¢ ~pto Jigi

Ltoxina.




Langejan y Dinxteren en 1953 determinan el contenido de agluconas

en polvos de hojas de digitélicos mediante previos métodos de extraccién
usando los siguicntes -~cactivos: disolucién ctanélica al 27 de &4cido 3,5
dinitrobenzoico (a), ; solucién de hidréxido dec sodio 1 N (b):

cee a 5 ml de lc solucién del digité&lico, agregar 5 mt de (a), 9 mi
de ctanol, enfriar a 15° C, agregar 2 ml de (b), aforar con agua a 25 ml,
agitar, rcposar en bafio de agua de 20° C por 10 minutos, y determinar la
acbsorbancia a 550 nanémetros.

Tattje en 1957 aplica los siguicntes rcactivos: &cido 3,5 dinitro
benzoico al 25 en ctano! (a), ¢ hidréxido de sodio 1.5 N (b), para
cuantificar digitoxina: -

.+« @ 4 ml de la disolucién ctanSlica de digitoxina, agregar 5 ml
de (a), 1 ml de (b), agitar, y dcspués de 4 minutos medir la absorbancia
a 540 nanémetros entre 15° y-25° C,

Harkis y Rigby en 1958 aplican al residuo de glucésidos cardioténicos
aislados de una separacién cromatogr&fica de D. purpurca estos react.ivos,
4cido 3,5 dinitrobenzoico al 2% en ctanol (a), ¢ hidréxido de sodio 1 N
(b):

«.- al residuo del glucésido, agregar 2 mi de agua destilada, 5 ml
de etanol, 2 m! de (a), agiter, adicionar t m! de (b), filtrar la solucién,
y determinar la absorbancia a 535 nanémetros en intervalos de 1 minuto
hasta obtener el méximo de lectura.

Jiracok y Ponert en 1966 determinan el contenido total de esteroides
cardioténicos en extractos acuosos metenélicos de hojas frescas de C.
ma‘alis haciendo uso del &cido 3,5 dinitrobenzoico al 2% en metano!l (a),

e hidréxido de sodio 2 N (b):

.+. a 10 ml del extracto acuoso mectanélico, edicionar 0.5 m! de (a),
0.5 mil de (b), agitar, y lecer la absorbancia después de 7 minutos a 540
nandémetros.

Tembién en 1946 Ting y Lou, utilizaron un rcactivo constituido de una

. . . . . - ’4 . . .
combinacién 1:1 de &cido 3,5 dinitrobenzoico al 277 ¢n metano!l, e hidréxido




de potasio 1 N, pore cvaluar ol contenido de glucsésidos coardioténicos cn
tincturas deccoloradas provenicntes de diversas pertes de D, sepium:

eee. @ 5 ml de la tincture digitdlica decolorada, ~dicionar § ml del
rcactivoe recientementce preparado, cgitar, y determinar la abscerbencic ¢
530 nonémetros cntre los 4 y 12 minutos.

Hauser y col. en 1948, cfeccttan e cvaluccibn quimica de digitoxine
en D. purpurea y D. lonata, utilizando &cido 2,5 dinitrobenzoico o1 27
en ctanol (a), ¢ hidréxido dec sodio 2 N (b):

... adicionar ¢ n ml de Iz soluciédn problema on ctenol, € ml més
de etanol, 5 ml de (a), 2 ml de (b), agitar, dejer reposcar o 20°C, y
antes de 11 minutos medir lz absorbancic de la solucién o 520 nonémetros.

Intre otras publiccciones en que hacen uso del &ecido 3,5 dinitro
benzoico sc pucden mencionar:

-La cuantitficacién de geninas tanto libres comoe combinadas de

digitél

cos por Langejeon on 10581,

-La determinacién dc 1o potencia de tincturas decoloradas provenientes
de 16 muestras de D. purpurca por Powson v Dyer cn 1052,

-Un cstudio sobre lg hidrélisis enzimitica endSgenc en hojas de
D. purpurcc por Rowson y Simic cn 1057,

~Ls cuantificacidén de glucdsidos primarioz o partir de extractos

”

cloroférmicos evaporcdos, cislados mediante previa sceperccién por cromato
groffa en columna por Bahtt 3y col. cn 1071,

-La cuantificacién cromato-celorimétrice de glucésides de 0. purpurce

por Balccr en 1941,

~-La microdcterminacién colorimétrica de cardenélidos por Brockelt

cn 1943,

-Un cstudio extractivo dc estrofanting y helvetecésido a partir de

semillas de Srysium corniolicum por Kobar-Smid cn 1070,

-La cstabilidad de soluciones inyectables de k-estrofantina-betc
por Lutomsky en 1045,
-

Lo cucntificacién de cardenélidos v sus metcbolitos en matericl



b}o|6gico (sangre, orina, mGsculo, y bilis) por Pfordtc y Focrster cn 1970.
~El estudio comparativo del contenido de digitoxina en © especics

de! género Digitalis por Fuchs y col. en 1951,
-El an§lisis cuantitativo c¢n extractos ctanélicos cn partes secas

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

Reaccién con 1,3,5 Trinitrobenceno.~ Kimura en 1951 utiliza al com
puesto al 0.04% en metanol (a) junto con hidréxido de potasio 1 N (b), para
cuantificar ya sea digitoxina, ouabaina-.o estrofantina:

eee @ 4 mi de la solucién problema (conéentracién menor de 10 mg¥)
agregar 0.5 ml de (a), 0.5 ml de (b), agitar, reposar por 35 minutos y

determinar la absorbancia a 550 nanémetros.

Reaccién con Acido 2,5 Dinitrobenzoico.~ Mesnard y Lafargue en 1953,
hacen uso del reactivo al 1% en metanol (a), basificando el medio con
hi&béxido de sodio al 407 (b), para detectar digitoxina, digoxina, gitoxina,
oleandrina, ouabaina o las respectivas geninas de la manera siguiente:

T ... a4 ml de la solucién metanélica del cardenélido, adicionar 1 ml
de—{(a), 7 m} de agua, 2 m! de (b), y agitar...

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

y oleandrina en formas farmacefiticas midiendo !la absorbancia de la solucién

~~
-resultante a 449 nanémetros.

Reaccién con Acido 3,5 Dinitrobencensulfénico.~ Akatsuka en 1958
empleé una disolucién al 2% de la sal potésica (a) y como basec hidréxido
de potasio al 5% (b), para determinar cuantitativamente digitoxina, estrg
Faﬁtiha, y ouabaina respectivamente:

ee. a 4 ml de la solucién de! cardioténico (concentracién menor de
10 mg#%) agregar 0.5 mi de (a), 0.5 m! de (b), agitar, reposar por 10 mi

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




Reaccién con 2,4 Dinitrodifenilsulfona.- Tattje en 1952 propone la
utilizacién del compucsto en la determinacién de digit8licos en tincturas,
debido a que las digitoflavonas presentes en estas dan lugar cn medio
bisico a una alta absorbancia alrededor de los 500 nanémetros e inter
fiercen al cfectuar las lecturas de intensidad de color.

SegGn los cstudios dc concnetraciédn de 2,4 dinitrodifenilsul fona,
concentraciédn de hidréxido de sodio, variaciones en ¢l blanco, estabilidad:
del reactivo, influencia de la temperatira, y contenido de agua, con
soluciones ctanélicas de digitoxina; Tattje determiné la concentracién del
compuesto nitroaromatico en 0.075% en ctanoi {(a), y la concentracién dec
hidréxido de sodio en 1.5 N (b); para utilizarse en la determinacién
cuantitativa siguiente:

«». al glucésido o aglucona disuelto{a) en 4 m! de etanol! |ibre de
aldehido, agregar 5 ml de (a), 1 ml de (b), agitar, y después de un tiempo
determinar la absorbancia de la selucién a 600 nanémetros respecto de un
blanco preparado con todo excepto ¢! carden§lido problema, tratado de ’
manera semejante. En donde el tiempo de lectura (desarrollo de mixima

absorbancia) depende de! glucésido o geninc a cuantificar en base a sus

observaciones realizadas con digitoxina, gitoxina y sus respectivas geninas-

y anhidroderivados.

Genkina y Abubakirov e¢n 1963 reportan la estimacién de glucésidos
cardioténicos (estrofantindina, erimisina, erisimésido, cimarina, y k-es
trofantina-beta) con 2,4 dinitrodifenilsulfona al 0.0757 cn alcohol (a),
c hidréxido de sodio 1.5 N (b):

... disolver de 2.5 a 3.5 ml de glucésido cardioténico en 50 m! de
etanol libre de aldehido, a 1 ml de la solucién anterior agregar 1,25 m!
de (a), 0.5 mi de (b), agitar y determinar la absorbancia después de 5
minutos a 595 nanémetros respecto de un blanco de 2.5 m! de (a), 2 m!
de alcohol, y 0.5 ml de (b) sujctos al mismo procedimiento.

Viasenko cn 1969, utilizé la cromatograffa en papel para scparar la
estrofantina de los pigmentos de orfgen animal, para después cuantificarla

con 2,4 dinitrodifenilsulfona en alcohol al 0.075% (a) ¢ hidréxido dc




sodic 1.5 N (b):

oo a2 2 ml de la solucién de estrofantina, adicionar 2.5 mi de (a),
0.5 ml de (b), agitar, rcposar durante 5 minutos y determinar cerca de
los 600 nanémetros.

Entre otras publicaciones donde citan el uso de la 2,4 dinitrodifenil:
sul fona con objeto de cuantificar cardenélidos se cncuentra:

~La determinacién cromato-colorimétrica de k-estrofantina-beta, apg
biésido, y cimarina por Genkina en 1972.

~La cuantificacién de digitoxina, digoxina, y lanatésido C en
extractos de hfgado de cadaveres por Vliasenko en 1977.

-La cvaluacién de! efcecto de irradiacién al ultravioleta en abicina
y celanida por Popov y col. cn 1977 y cn crimésido-y olitorésdio por
Mavlyanova en 1978.

-La determinacién de erimisina cn preparaciones, dmpulas, y material
biolégico (hfgado, rifiones, sangre, y orina) por Hikhno y Kramerenko cn
1978.

-La detrminacién de olitorésido cn tejidos y liquidos de cadaveres
frescos (hfgado, rifion, sangre, y orina) por Mikhno y Postrigan cn 1979,

-La cauntificacién de digoxina en orina par Viasenko en 1980.

Reaccién con 2,4 Dinitro-4"metildifenilsulfona.- Genkina y Abubakirov
en 1963 detrminan glucésidos cardioténicos o agluconas del grupo de la
estrofantina con este compuesto nitroaromatico al 0.06% ¢n alcohol (a) e
hidréxido dc sodio 0.15 N (b):

... alml de la solucién ctanblica del glucésido o aglucona (5 o 7
mg%), agregar 1.25 m! de (2), 0.5 m! de (b), agitar, rcposar por § minutos
a 20° C y determinar la obsorbancia a 595 nanémctros frente o su blanco

respectivo.

Reaccién con 2,2',4,4' Tetranitrobifenilo.- Rabitzsch y Tambor cn

1967 mencionan que varios proccdimicntos colorimétricos usados para lo



cuantificacidén de cordendlidos presentan desventajas con su uso, por lo
que proponen la utilizecién de cste recctivo {enteriormente cmplcecado ¢n

- - . . . ~ \ . - a
reaccioncs de identilicacidn) o1 0.57 en ctano! (u) ¢ hidréxido de sodio

oo a4 ml de la soluciédn del cardendlide (0.0125 2 £.25 mg},
agregar 4+ m! dc (&), 1 mt de (b), rcposar cn obscuridad total a 20° ¢
Jurante 30 minutos y determinar lo sbsorbancia ¢ 620 nanémetros contrc
un blanco que contenge todo cxcepto ¢! cardenélido sujcto al mismo pro
cedimiento,

Posteriormente cn 1062 Nabitzsch y col., combinan lo técnica onterior
cJustando un volumen final de¢ 5 m! y variondo Gnicaemente la concentracién
de la base a 0.15 N, con cromatogreffa en cape lina o en papae! pera
determiner digitoxine ¢ indican que la expesicién a la luz por parte dc
lcs soluciones de gitoxina y g~cstrofantins después de la adicién de los
rcactivos disminuye su coceficiente de cbsorcidn molar.

-

Genkina y Eidler ¢n 1274 determinan las concentrzcioncs Sptimas del

3

nt
’ -

+4,47 tetranitrobifeni’s y de 1o base (hidréxido de potasio) cn 0.157

el

<

0.15 M respectivamente, en basc & sus cstudios reoclizados con glucésidos
cardioténicos del grupo de la cstrofantina.
Entre otres publicaciones donde o5 utilizado este compucsto nitr

crometico sc¢ cncuentren:

~21 reporte de un método y sus limitcciones parc efectucr micro
determincciones cucrntitetivas de cardenélidos y sus metaobolitos en meterial
biolégico por "fordte y Focrester en 1070,

-la cucntificacibn previa coxtraccidn y scparccién de los cordené!idos
“~cstrofantine y cimarinz por Genkine y col. cn 1972,

-El reporte dc un método cspectrofotométrico para determinar digi
toxina, digoxino, y lanatésido C cn higado de cadaveres por Ylascnko en
1977.

~La determinacién cuaentitetiva de digoxina cn orina por Vicsenko cn

1980.




ANTECEDENTES DEL SISTEMA EN REACCION EN LA CUANTIFICACIQN
DE CARDENOLIDOS EN MEDIQ BASICOQ
Los componentes del sistema de reacciédn expuestos anteriormente se
les enlista de! modo siguiente:
~Disolvente
~Base
~Cardenélido
~Compuesto nitroaromatico
Si se mantiene sin variar ¢l disolvente las interacciones de impor
tancia y que influyen en la formacién del complejo colorido son:
a) Interaccién Cardenélido-Base
b) Interaccién Cardené!lido-Compuesto Nitroaromatico
c) lateraccién Compuesto Ni+roaromatico-Base

Las que se describirdn a continuacién:

a) Interaccién Cardené!ido~Base.- La interaccién de cardenélido con
base conduce a productos de isomerizacién y de hidrélisis. En 1941 Paist
y col. publican en base a la sfntesis de un modelo constitufdo de una
estructura alfa-beta insaturada, el beta ciclohexil[&bﬁbutenélido (12)
el que es utilizado como un andlogo de la estrofantindina, informacién
acerca de su hidrélisis en medio bédsico, indicando que e¢! andlogo (12) al
ser expuesto a una solucién de hidréxido de sodio en etanol al 507, sufre
un proceso de hidrélisis para dar lugar al hidroxidcido insaturado (13)
més el 4cido aldechidico (15), el que también c¢s formado por la accién de
hidréxido de potasio en metanol absoluto. Postulan también que la trans
formacién de (12) a (15) puede ser mediante la isomerizacién a la fo—y
lactona ¢ hidrélisis de esta.

// COOH

13
RaOH/ETOM 507,

12

CHO

14




Ademds interpreta la transformacién de la cstrofontindina (16)
iscestrofantindina (18) por la migracién del doble cnlace a la posicién
beta~gama de! butenbSlido (17), secguido de una adicién intramolecular del
hidroxilo decl carbono catorce at doblc enlace, ya anteriormente discutida
por Jacobs y Collins en 1924, y Jacobs y Gustus cn 1927 y 1928. Maist
también indica que la isomerizacién cs irrcversible tratando la estrg

fantindina con solucién metanéiica dec hidréxido de sodio por un corto

periodo y ta dilucién de la sotucién alcalina con agua da lugar al lactol
(19).
o o o
Hy C}h CHy
NaOH 18
CHo E;
oH H o
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Demoen y Jansen en 1953 somcten a refiujo una solucién constitufda
de 5 mg de digitoxina, 30 m! de alcohol det 95%, 70 ml de agua, y 0.08
equivaientes de hidr6xido de sodio, encontrando que la absorcién a 220
nanfmetros donde ocurre la absorcién méxima de la molécuta debido al
sistema conjugado del butenélido, disminuye cn un 1007 después de 2 horas
de reflujo; siendo este mismo fenémeno detectado pare otros cardenélidos.
Proponen que la disminucién de la absorcién a 220 nanémetros es el rg
sultado de ta formacién de isocardenélidos (22), lo que fuc indiccde por

Canabdck en 1950, y Langenjian en 1951,




Ya que no existe una evidencia cn contra de la migracién del doble
enlace [cha ta posici6n¢C§-Mdcl anillo butenélido y que Jocobs en 1929
indica que la velocidad de formacién del epéxido entre ¢l carbono catorce
y la posicién gama de la lactona es mayor que la hidrélisis del anillo

(20 a 21) proponen el siguiente mecanismo:

+
H
20 —> —
OH o
TOH- H
coo™
OH

H

H
o

21 22

Makarichev y Abubakirov ecn 1968 reportan informacién sobre el
mecanismo de rcordenamiento de la defugenina o cetorce anhidroestrg
fantindina (23) en soluciones de hidréxido dc potasio acuosa y metanélica
respect ivamente a temperatura ambicnte. En hidréxido de potasio acuoso la
defugenina es convertida a (24), que en solucién de carbonato monodcido
de potasio da lugar al &cido aldehfdico (25); mizntras quec cn potasa
metandlica da lugar en primer término a un hidrxif<cido inscturado en una
reaccién reversible que después de un ticmpo dado se vuelve irreversible,
este hidroxidcido insaturado e¢s un derivado de alcohol vinilico el cual

sc isomeriza répidamente al &cide aldehfidico (26) que cs ¢l mismo que

(25).
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Lindig ¥y Repke en 1972 publican informacién sobrec el mecanismo de

reaccién de la catdlisis bisica de cardenélidos en funcién del solvente

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

(27) v la diez y siete beta digitoxigenina (22). En el primer estudio
(cfectuado a 20° C) indican que cl solvente utilizado es quicn determina

el curso de la reaccibn y la velocidad de isomerizacién. En hidréxido de
potasio acuoso cl ataquc‘dcl radical hidréxido lleva ¢ cabo la hidrélisis
del anillo butenélido, para dar lugar al 8cido gama hidroxicarbénico al fa-
beta insaturado (28) y (33), donde el doble enlace emigra muy lentamente

a la posicién beta~gama dando por rcordenamiento los aldenales (29) y (34),
que al isomerizarse dan lugar a los &cidos gama aldchidocarbénicos (30) v
(35), los que se en cuentran en cquilibrio con el semiacetal ciclico al

neutralizar cl medio (31) y (36).
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En potasa metandlica cl ataque del ién més bdsico (metdxido) efectua

la formacidn de aniones furflicos (37) y (39). Estc paso es el que limita
la velocidad de isomerizacidr, la cual es aceclerada por grupos hidroxilo
adicionales c¢n Ia'posicién doce-beta, dicz y scic-alfz, o diez y seis-beta
de (32). Adicionandose metanol a (37) se forma la metoxilactona (39),

mientras que (39) por fa adicién intramoleccular del catorce-beta hidroxilo

a cl anillo furilico da lugar al catorce, veintiuno epoxicardendlido o

isocardené! ido (40)

H CcH
KUH/".QH 3
H OH
27 37 38
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CH; 043
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KDHIHeOH
H H o
32 39 40

En solucién acuosa metandlica de potasa los productos de hidrélisis

inicial de los cardenélidos (28) y (33), y tos productos de isomerizacidn,

compitcen para dar fugar & los dcidos gama aldehidocarbénicos (30) y (35).
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Zn ol secgundo estudio indican que al

.

calentar e dicr v sielte bete
digitoxigenina (32) (digitoxigenina) o la diez y sickte clfa digitoxigenina
(27) con hidréxido de potasio acuoso 0.5 N a £0° C, sc Forma &cido /NVSF

digitoxinico (41) cl que es fromado mediante

carbénico (28) o (33).
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Intercccién Cardendl ida-Compucsto Hiktrocromatico.- Lo lactona clfa-
beta insoturada de los cardenélidos cs la parte de la molécula responsable

de 1o formacién del croméforo resultante de 1z interaccién cerdenéd!ido

compucsto nitroaromatico cn medio bisico. Ya en 1953 Mesnard y Lafargue,
en 1963 Frerejacque y Je Graeve, cntre otros, indican que c¢l doble enlace

es nceastrjo para que el color de la solucidn sec descrrollado. Ficser

y Fieser cn 1959, y Machova y Sovova cn 1077, cntre otros, mcncionan que

el metileno activo del anillo esta involucrado cen ¢l croméforo resultante.

La tcorfa de la formacién del complejo publicada por Mulliken en 1552

indica que la Formecién del croméforo cntre ¢l cardenélido y el compuesto




vitroaromatico pucde scr descrita como la combinaciédn débil centrc una

base pi (lactona alfa-beta insaturada) y un &cido pi (compuesto nitro
aromatico). Kohasi y col. en 197C y 1974, y Kovar en 1972 y 1974 publiczan
reacciones de compuestos nitroaromaticos con compucstos aque contiencn
metilenos activos; indicandose que esto da lugar a complejos sigma,
conécidos como complejos de Meisenheimer (aniones estabilizados prove
nientes de la substitucién nucleofflica aromdtica); por lo que el mismo
Kovar en 1972, y Kovar y col. en 1977, sugiere y establecen definitivamente
que el croméforo resultante de la interaccién es un complejo dec HMeisen
heimer , en basc a un modelo de ta digitoxina el meti! deuterélido
(Figura 2), en ¢l que sc observa la participacién del metilcno activo cn

el complejo.

0, 42 N2 43

Figura 2. Complejos de Mcisenheimer
cardenélido-picrato (42), cardenélido
3,5 dinitrobenzoato (43) R=CCO0™, y
cardenélido-metadinitrobenceno (43) R=H.

Otra tcorfa desarrollada fue la de oxido-reduccién sugerida por
Newland en 1950, y Sivitskaya en 1961 en !a interaccién picroto-carde
nélido. En csta la formacién el croméforo resultante cs ¢l picramato (44),
producto dec !a reducciédn del picrato efcecctuada por un agente reductor, cl
cardenél ido. Basandpsc cn que ¢l sulfito de sodio (agente reductor) de
sarrolla un color semejpnte al estar en contacto con ¢! nicrato bajo las

mismas condiciones, por lo que Zakahrov y col. en 1967, y ¢! mismo

Sivitskaya cn 1961, lo utilizan como substituto del carden6lido al efectuar

las curvas de calibracién.



Polikarpov v col. en 1875 publican
que la reaccidén de compucstos nitro
Q, NHy aromaticos {(derivados del trinitrobenceno)
(45) con sulfito de sodio da lugar & com
plejos de Mcisenheimer (46), lo que des
NO, minti6é la tecorfade oxido-reduccién y
44 apoyé en ese momento 1a ascveracién de

Kovar de 1972

Interaccién Basc-Compuesto Mitroaromatico.- La interaccién base
compuesto nitroaromatico es el pesultado del uso de una base cn el medio
de rcaccién, lo que da lugar a la formacién de un nucieé6filo c-usante
de la interaccién. En la mayoria de las técnicas expucstas, c!l medijo de
la reaccién.es una solucién acuosa-alcoholica por lo que los nuccéfilos
formados son hidréxidos y/o alcéxidos capaces de intcractuar con el

compuesto nitroaromatico respcctivo.

De los compuestos nitrg
aromat icos usados en la cuan
tificacién de cardenélidos,
H 8634 Gnicamente ¢l uno, tres, cinco
2 0, trinitrobenceno, y ¢l 4cido pfecrico
han sido causa de investigacién
con los nuceéfilos mencionados.
0, No, El primero de cllos da lugar a los
comple jos de Meisenheimer con

CH,H )
°3 H, a6 hidréxido, mectéxido, o ctéxido

R=Me, Et ,Me CH, M
45 como rcaccién predominante (Figura

3); estudios acerca de las cons

tantes de equilibrio, cfecto de la luz en la reaccidn, concentracién del

nucle6filo, y espectro de absorcién del complejo, son publijcados por Gold

Y Rochester cen 1964, para los nucleéfilos ctéxido y metbxido, valor de




de la constantc de equilibrio con ¢! nucle6filo etéxido por Lambert y
Schall en 1962, y datos de los pardmectros cinéticos de las rcacciones
con los tres nuceéfilos por Bernasconi en 1970 y Bernasconi y Bergstrom
en 1971.

La reaccién predominante de la interacciébn del 4cido pfcrico con
hidréxido, metéxido, y etdéxido, es la ionizaciédn del mismo para dar
picrato (47), al que se le considcra como un complejo aunque la aparicién
de un segundo complejo en el sistema §e reaccién se presenta a concentrg '
ciones altas de los nucle6filos. Estudios acerca de las constantes de
equilibrio, efecto de la luz, concentracién dcl nuccéfilo, y espectro de

absorcién del complejo son publicados por Rochester y Gold en 1964.
NOy
+ RO- >

<—2Z

o,
9 H "
Figura 3. Reaccién del 1,3,5,
Jrinitrobenceno con hidréxido
(R=H), metéx ido R=CH3), y

etéxido (R=C9H ).

47




AvToR c-4 G-con- D ls ALC. CoALC. D. ALC. CaR. D.CAR. CoAF. L.o. T.L. ALC. /CAR. C.h./CAR. ALC. /CN
Swoaps -t Ketdo Plerico 0.95X agua NaOH 0.5% agua - duabatne etanol 48% de -etanol _sas 20-30 917.7 455.8 2.0
Bell y Krentz tdem 5% matanol ?:g;gi:??ag; 1ox agua digitoxtna metanol  50% de metanol 525 1o 2555.4 41.7 6.2
nio -
Bell y Krantz tdem X ::tgg;l NeoH X metanol di{gitoxtna me tanol 75% da metanol 525 20 . 789.0 166.9 4,7
al 50X
- "4
Hennedy (dem X metgnol  hidréxtdo de 2% digttoxina 495 "
metanol digox{na me tanol 70X de¢ metanol 30 2643.7 1252.0 2.1
at so% ;:;racttlamg lenatdsido € 525
Brindle y Rigdy tdem 0.95% agua NeOH 0.5% agya mezcla de car - - 525 60 _ - 5.0
dendél idos
aarn tden 0.95% agua NeOi 0.5% agua digitoxina metanol 50X de metanol  .492 15-30 638.7 317.2 . 2.0
Rnzson tdem 0.95% ague neOH 0.5X agua digitoxina ef°§3§ 25% de etanol 495 20 798.4 396.5 2.0
a
Pastland y col. tdem 0.95% agua NaOH 0.5% agua digitoxina etanol 159.7 7.3 2.0
- al 70% 35% de etanol 530 20
spP xv fdem 0.2% agug NeOH 0.5% ¢ . hasta obte 1333.7 100.2 13.3
agua digttoxtna etanol 60X de etanol 495 ner la mdx
; lmg absor
. ) . . clén
St o IvI tdem 0.2% agua NaOH 0.5% 1133.7 100.2 13,5
o agua digtltoxtna etanol 60X de etanol 495 1§
i farmacopea {dem 0.2% agua NeOH 0.5%
" #riténice de 1963 agua digitoxina etanol 60X de etanol 495 60 33

-

Tabla I. Valor de las variables de laa técnicas citedas ern Antecedenties de
las Técnticas Colorimétricas. C.N.= compuasto nltroarpmftico; C.C.N,= concentra
ctén del compuesto nitroaromético; D.C.N.= disolvente del compuesto nitroarom&
tico; ALC.w alcall; C., ALC.=.concentracién del alcall; D. ALC.= disoluente deT
alcall; CAR.= cardenélido; D. CAR.= disoluente del cardenSlido; C. A. F.= concen
tractén alcohollca final, en la solucién a degerminar su absorciéng L.O.= longl
tud de onda (nm); T.L.= tlempo en efectuar la lectura de absorc{én{"ALC./CAR.;
C.N./CAR.;i:y ALC./C.N.= razén de concentraciones alcall/cardenélido, compuesto

‘ nttroasrondt{co/cardendélido, y alcall/comruesto nitroaromdtico en la soluctén f{
nal a determinar su absorcién; a una concentracién dada del cardendltido (+).
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El problema a plantearsec cs ¢l desarrollo de una técenica cuantitativa
para tevetSsidos cardioténicos, mediante ¢l uso de la colorimetrfc.
Anteriormentc sc moncioné que la cuantificacién de cstos se pude cfectuar
por rcacciones coloridas en solucién de la genina o aglucona.

Las rcacciones cn medio bésico son cspecificas para el znillo bute
nélido mientras quc lcs rcacciones con medio dcido los son para cl anillo
esteroidal, por lo que el desarrollo de una técenica en medio bésico daré
lugar a una técnica m&s especifica, vya que los teovetésidos cardioténicos
se difercencian en ¢l radical R, del anillo esteroidal y no en la estruc
tura butenélida, por csto nuestro plantecemicnto sers enfocado a las
rcacciones coloridas en medio bé&sico.

Ya se citaron varias técnicas cn medio bisico, en los que se pueden
observar las siguientes variables: T

(c) Compuesto nitroaromatico

(b) Concentracién del compucsto nitroaromdtico

(c) Disolvente del compuesto nitroaromatico

(d) Base

(e) Concentracién de lao base

(F) Disolvente de la basc

(g) Cardené!lido

(h) Disolvente del cardenélido

(i) Concentracién a cuantificar de! cardenélido

(j) Alcohol

(k) Concentracién alcoholica en la solucién final a medir su

absorbancic

(1) Longitud de ondc a efectuar la lectura de absorbancia

(m) Temperatura de incubacién de la solucién a determinarle la

ebsorbancia

(n) Tiempo en efectuar la lecturna de absorbancia de la soluciébn




Algunas dz las cuales se pucden consultar en la Tabla'l, para las
téenicas citadas en Reacciones Coloridas en Medio Bisico, adicionando
ademis la razén de concentraciones cen la solucién final a determinar la
absorbancia, de adlcali (base)/cardenétido, compucsto nitroaroﬁético/cag
denélido, y alcali (base)/compuesto nitroaromatico, a una concentracién
dada de cardenélido.

Las variables se han dividido en independientes y dependientes,
debido @ que las variables dependientes:

(i) Concentracién a cuantificar del cardenélido

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

(n) Tiempo en efectuar la lectura dg absorbancia de la solucién

Son variables a caracterizar en el desarrollo colorimétrico, y
cbviamente: dependen de las variables independientes; es deeir: el com
ponente colorido en tas téenicas expucstas es el producto de una reaccién
qufmica al agregar un reactivo (o reactivos) a! sistema de reaccién bajo
ciertas condiciones. Debido a que las trznsiciones electrénicas en el
croméforo estan cuantizadas, debe de existir una estrecha relacién de
éstas con la estructura molecular y por consiguiente con su espectro de
absorcién por lo que la forma y el m&ximo de absorcién del espectro
dependen escencialmente de !c estructura molecular de! compuesto colo
rido, el que es formado al! agregar un reactivo (o recactivos) en las
técnicas en medio bisico. Ya que una reaecidén quimica es un sistema
dindmico, el compuesto colorido sigue una cinética qufmica dentro de cl, ::
por fo que las variables que afeccten la cinética quimica como lo son
el pil, la temperatura, los disolventes, la concentracién de rcactivos,
entre otras; da lugar a que tanto lc sensibilidad como cl tiempo en
efectuar la lectura de absorboncia dependan dec estas.

En un sistema reaccionante para la cuantificacién de cardenélidos
en medio bésico se encuentran los siguicentes compuestos: compuesto nitro
aromatico, base, cardenélido, disolvente (alcohol-agua); eligicndose para

desarrollar al trabajo experimental a:




-El &cido plcricoyy &cido 3,5 dinitrobenzoico como compuestos
nitroaromaticos, debid? a su uso més frecuente en la cuantificacién de
digitoxina, glucésido ;ardioténico cuya genina la digitoxigenina (32)
es scmejante a la genina de los tevetésidos cardioténicos, adem&s de
que la estructura del croméforo ha sido ya establecida para ambos con
digitoxigenina y por lo tanto extrapolable con los tevetdsidos cardig
ténicos.

-El hidréxido de sodio como base, debido a la informacién reportada
de la isomerizacién e hidrélisis en medio bisico de la digitoxigenina, y
a su uso mis frecuente en la cuantificacién de cardenélidos.

H -La nerifolina como cardenélido, ya que la genina de este tevetdsido
es la digitoxigenina.

-Y como participante del sistema alcohol-agua (coso|vente), al etanol

i debido a su utilizacién més frecuente con ambos compucstos nitroaromaticos,
y a la informacién rceportada de las reacciones de alcéxidos con 4cido
pfcrico.

Por lo que se pueden plantecar e! sistema reaccionante tanto con

o e s o argy

4cido pfecrico, como con Scido 3,5 dinitrobenzoico:
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En los sistemas reaccionantes descritos, al basificar el medio
acuoso~aicoholico se establece rdpidamente un equiflibrio entre cl
hidréxido y etéxido (Bernasconi y Bergstrom en 1971) el que esta
desplazade a la derecha en ambos sistemas reaccionantes, ambas bases al
reaccionar con el compuesto nitroaromatico da lugar a los aniones respec
tivos, ¥ que en el caso decl picrato, al reaccionar este con etéxidos o
hidréxidos da lugar a un complejo (P) que interactda con fotones (luz
visible por ejemplo) para dar lugar a otros productos aGh no identificados

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

La nerifolina en ambos sistemas reacciona con las dos bases, con el
etéxido forma el anién furflico que al reaccionar con el ion picrato o
i6n dinitrobenzoato da como producto el complejo de Meisenheimer respectivo,
proponiendose la formacién del complejo a partir del anién furflico
debido a la influencia del alcohol en el coeficiente de absorcién y en
la estabilidad del mismo (Ababakirov y Genkina en 1960, Harkiss y Rigby
en 1957). A partir de! anién furflico se forma la isonerifolina, forméndose
posiblemente a partir del complejo, ya que este tiene una fase de des
truccién (Pratt en 1952), la isoncrifolina al hidrolizarse da lugar al
semiacetal cfclico el que da lugar en su forma aldehfdica al 4cido gama
aldehido carbénico.

La nerifolina se hidroliza en presencia de hidréxido al 4cido gama
hidroxicarbdnico alfa-beta insaturado, en el que al cmigrar muy lcntamente
el doble enlace forma el aldenol que al isomerizarsc forma el &cido gamé
aldehidico carbénico capaz de transformarse al semiacetal cfclico.

Por lo que en base a lo antcrior se propone el siguicnte esquema

cinético general:

t
i
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OH CNT S > CN «
< '
+ + -6 ETC™
- k]_
ETO + N g AF
k.1
\
k2 k_2 k3 k_3 IN
N 5
AHC cM

En que:

= nerifolina
AF= anién furflico
CM= complejo de Meisenheimer
IN= isonerifolina
CN= compuesto nitroaromatico
: CN = anion del compuesto nitroaromatico
AHC= &cido hidroxicarbénico
OH= ién hidréxido
= ién etéxido
= constante de velocidad respectiva

Donde el modelo cinético del complejo de Meisenhcimer es:
d(CM)/dt = k,(AF)(CNT) - (k_; + ko)(CM) ..... (40)

Y los modelos cinéticos para las demds moléculas que participan

direactamente o indirectamentcen el modelo anterior son:

d(AF)/dt = k, (TOH)(N) + k_q(CM) - (k_, + ka(CNT) + k) (AF) ...(41)

d(N)/dt = k_;(AF) + k_,(AHC) - (k (ETOT) + k,(TOH))(N)  ...(42)




d(AHC)/dt = k,(TOH)(N) - & _,(AHC)  .....(43)

d(CNT)/dt = k(TOH) + I, (ETOT) = k_(CNT)  .....(44)

Siendo d( )/dt la rozén de cambio de la concnetracién de la molécula
respectiva en el ticmpo, es decir la cinética qufmica de esta en cl
sistema.

Al reporterse quc:

. " -La velocidad de formacién del isocardenélido cs mayor que la

hidrélisis decl cardenélido (Jacobs en 1929, Demoen y Jansen en 1253).

-La concentracién de ctéxido e hidréxido permanecen constantes
en los sistemas, debido a que el cquilibéio entre las bases se al
canza rapidamente.

Tomando en cuenta que:

-El equilibrio §cido-basc sc cstablece r4pidamente.
-Las rcacciones fotoquimicas en el sistcma reaccionante de:4cido
plcrico se pueden evitar.

Y bajo la suposicién que la rcacciéﬁ entre el anién furflico y el

complejo de Meisenhecimer es irreversible. El esquema cinético se simpli

fica a:

i\

+

) ) kl k3
ETO + N % AF > IN
k—l .
4

W

Cts

Del cual puedcn darse los 2 siguicntes modelos cinéticos, para la

concentracién dcl complcjo de Mciscnheimer:
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(cMm) =

Modelo | b

b “1
En la reaccién ETO™ + N <€ 5. AF
k
-1
El equilibrio se alcanza r&pidamente y por.io tanto:
‘ o ’ N \) i
k gk (CNT)(ETOT) (N,) Kt ~(ky (CNT)+ K, )e
(cM) = - (e 2 - e )
k_y(ka(CNT) + k) - kg)

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

Modelo I
La reaccién ) ETO + N AF
Es irreversible y por esto:
- - -k _t -k, (ETOT)t -k t -k, (CNT)+k )t
k1k3(9N Y(ETO Y(N,) e 57 _ e 1 e 5 - e 3 4
(
=Y. - - L "y oL . Y + -1
ks(CN ) + k4 kl(ETO ) LI(ETO ) ks L3(CN ) k4 <5

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

Estos son modelos c1nét|cos mecanfstlcos propuestos, que predicen

| LS I

el cambio de concentracién del compIeJo en el tlempo, y Ia lnFIuenCIa de

YO .
la concentracién del anién del compuesto nitroaromatico, y la concentra
cién del etéxido, el que depende de la concentracién de ctanol y de

hidréxido de sodio en el sistema.

o~

En el trabajo experimental sc han clegido tanto la concentracién

)




del compuesto nitroaromatico como la concentracién de etéxido, esta
Gltima dada por la concentracién de ectanol y de hidréxido de sodio
(Anexo 2), las que pucden se consultadas en la Tabla 2, decidiendose
efectuar el desarrollo colorimétrico cn funcién de la temperatura para
caracterizar las variablcs dependientes antes mencionadas, debido a que
esta variable indpendiente es sencilla de modificar y controlar en el
laboratorio ademis de que podrs permitir indicar cual de los 2 modelos
‘propuestos puede se utilizado en un futuro para optimizar cl desarrolio

colorimétrico.

Cardenélido Nerifolina Nerifolinae
. . Acido Acido
Compuesto Nitroaromatico Pferico 3,5 Dinitrobenzoico
|

Concentracién del .
compuesto nitroaromatico 2.619 mM 18.857 mi i
Base Hidréxido Hidréxido

de Sodio de Sodio
Concentracién de 34.872 mM 81.118 mi
la base
Disolvente Ftanol al 507 Etanol a! 509
Concentracién de etéxido 0.523 oM 1.217 mhM
Concentracién de hidréxido 34.349 mi 79.901 mi

Tabla 2. Composicién de los Sistemas Reaccionantes cn el
Trabajo Experimental.




La cuantificacién colorimétrica de los cardenslidos en medio bésico
se fundamenta en la respuesta ffisica a la absorcién de un haz de luz
monocromdtico por la concentracién dcl complejo de Meisenheimer cn el
medio.

Una de las coordenadas en un sistema reaccionante lo es el ticmpo,
con el que se relaciona la dinfmica de lc ¢Incentracién de las moléculas
rcaccionantes en este. Sf la dinfmica de la concentracién del complejo
de Meisenheimer o una variable dc respuesta que sc relacione con esta;
puede predecirsc y modificarse; esto debe permitir desarrollar raciona]l
mente una técnica colorimétrica parc la cuantificacién de tevetésidos

cardioténicos.




OBJETI1IVOS

1) Determinar las condiciones para efectuar la comprobacién de
un modelo que prediga la dindmica de una variable de respuesta que

se relacione con !a concentracién del complejo de Meisenheimer.

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

respuesta relacionada con la concentracién del complejo de Meiscnheimer.

3) Modificar la variable de respuesta relacionada con el complejo

de Meisenheimer.

4) Desarrollar una técnica colorimétrica para la cuantificacién de

tevetésidos cardioténicos.




.. e

-—be—a e .

«Complejo Nerifolina Picrato

S e s e s arsewtessosctnes s8R

METODO Y MATER I AL

Para poder cumplir los objetivos planteados y la comprobacién o
rechazo de la hipétesis, sec proponc el siguiente csquema metodolégico

mediante diagrama dc bloques para efectuer ¢l trebejo experimental,

«Complejo Nefifolina_DEgitngngoato:

saseascrsesaras " s aaea se e e

0000000000000000000G0000

SEspectro. de Absorcién®?
000000000000000000000009 . . . .
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-en funcién de la temperaturas icombinacidén de dos temperaturas:

0000000000 QO0000
SDesarrol lo®™**g
60068006600000000

00000000000000000000000000000000060000000

s0bedicncia a la Ley de Lambert-Becep®#¥#9
0000000000000000000000000000000000000000

Y en funcién de! diagrama el material a utilizar es el siguiente:

Agitadores de vidrio
Desecador

*:Fase |
##t Fase 11

##% Fase 111
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Cmbascs obscuros de vidrio dc 250 mi
Matreces aforados de 10, 50, y 100 ml
Dipetas volumetricas de 1, 5, y 10 ml
Pipetes graduadas de 1 ml

Probetas graduadas de 100 ml

Tubos de ensayc

Vasos de precipitado de 100 ml
Vidrios de reloj

Balanza anclftica

Bafio de incubacién

Domba dc vacio

Cronémetro

Espétulas

Espectrofotémetro de doble haz con registrcdor y baiio termostético
Estufa dec vacio

Gradillas mat8licas

Gradillas para befio de incubacién
Termémetros

Parrilla cléctrica

Acido pfcrico grado analfticoa

Acido 3,5 dinitrobenzoico%

Etanol ‘grado analftico

Nerifolina¥®#

Papel glasin

Pape!l negro

* El 8cido 3,5 dinitrobenzoico fue sjnteti:ado y recristelizado
en etanol (punto de fusién 205°-207° C), por cl alumno Juan Aguilar
en cl laboratorio de Materias Primas y Sfntesis de Medicamentos | en la
ENEP Zaragoza.

#i#la nerifolina fue aislada y purificada a partir de semillas de

I. neriifolia (punto de fusién 215° C) por el tesista Ramén Rodrfgucz

en la ENEP Zaragoza.




DESARROLLO

CONSIDERACION PREVIA

Se ha hablado de una variable de respuesta la que se relacione con
la concentracién del complejo de Meisenheimer, la cual permita cumplir
con los objetivos mediante la experimentacién. Dicha variable por lo antcs
expuesto debe de ser la absorcién del complejo.

E! esquema mctodolégico para la experimentacién en ambos sistcmas
recaccionantes (Tabla 2), a los que sc nominan Sistema Nerifolina-Picrato
y Sistema Nerifolina-Dinitrobenzoato., se le dividié en tres Fasés.

La Fase | consta de 4 experimentos:

! Eleccién de la Solucién de Referencia para las Lecturas dc

Absorbancia del Complejo de Mecisenhcimer.

11 Espectro de Absorcién del Complcjo de Mcisenheimer.
111 Estabilidad del Complejo de Meiscnheimer.
1V Obediencia a la Ley dec Lambert-Beer por el Complejo de

Heisenheimer.

Al cumplir estos experimentos se tendrd la longitud de onda para
efectuar la lectura de absorbancia del complejo, y la solucién de
referencia a utilizar, ademis de tener como referencia un desarvollo
empfrico de una técnica para la cuantificacién de tevetésidos cardio
ténicos mediante cl andlisis del componente Gnico (Anexo 3).

La Fase !l consta de 2 experimentos:

V Cinética del Complejo d» Meisenheimer cn funcién de la

Temperatura.

Vi Cinética Bitérmica del Complejo de Mcisenheimer.

Debido a la influencia que tiene la temperatura cn la din&mica de la
concentracién de una molécula reaccionante (Anexo 4), estos dos expe
rimentos deben de dar los parémetros del modelo, que prediga la cinética
de la concentracién del complejo, el discernimiento entre los dos modelos

propuestos, ademds de indicar racionalmente el ticmpo en cfectucr la




lectura dec absorbancia del complcjo.
Y lc Fese Il1 consta de un cexperimento:
Vil Obedicencia a le Ley de Lambert-Beer por ¢l Complejo de
Meisenhcimer en funcién del Estudio Cinético.
Este deberd indicar si el desarrollo racional mejora o no algunos
indicadorcs de la técnica como la scnsibilidad y precisién respecto de

la técnica desarrollada cmpfricamente.

DESARROLLO DEL TRABAJO, RESULTADOS, Y DISCUSIONES

EXPER IMENTO 1

Nombre: Eleccibn de la Solucién de Referencia para las

Lecturas de Absorbancia del Complejo de Meisenheimer

Sistema Nerifolina-Picrato

Desarrolle;
-Se marcaron 3 matraces aforados de 10 ml (A, B, C), y sc

agregé lo que indice la siguiente tabla a cada matraz.

Matraz A 8 c
5 ml Solucién Estdndar “A” dec Nerifolina
a 10 ml g ml Reactivo Alcalino de Picrato
- a 10 ml 5 mi Etanol
- - a 10 ml Hidréxido de Sodio al 0.37

-Sc agitaron por inversién, y se dcjaron reposar durante 20
minutos protegidos de la luz, a temperatura ambiente.

-Se determiné ¢l cspectro de absorcién entre 400 y 600
nanémetros del contenido de:

A utilizando como solucién dec referencia a B.

A utilizando como solucién de refercncia a C.

B utilizando como.solucién de referencia a C.




Soluciones:
Disolucién ladre de Nerifolina:
-Se desccéd al vacio la nerifolina a 100° C, durante 2 horas.
-Se enfrié en un desecador.
-Se peso con cxactitud 30 mg de nerifolina, y se decpositaron
en un matraz aforado de 100 ml.
-Se disolvieron en una pequefia porcién de etanol, se llevo a

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

Solucién Esténdar “A” de Nerifolina:

-Se transfirié 5 mi de la Disolucién 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 ctanol y se egité por

inversién.

Reactivo Alcalino de Picrato:
Disolucién o llidréxido de Sodio al 3% (B)
~-Se pesé 3 g de hidréxido de sodio y se depositaron
en un matraz aforado de 100 ml.
-Se disolvieron cn 50 m! de agua, ya frio ¢l motraz

sc geompleto a la marca de zforo con ¢l mismo disolvente,

se agité por inversién, y sec guardé en un cmbasc de pl&stico.

Disolucién de Acido Pfcrico al 0.6% (C)

-Se pesé 600 mg de 4cido pfcrico y se depositaron en
en un matraz aforado de 100 ml.

-Se bgregé 25 m! de aguz caliente y sc disolvicron, yc
frfo el matrax se llevo a la marca de aforo con cl mismo
disnlvente, y sc agité por inversién.

-Sc guard$ el contenido def matraz en un frasco dec

vidrio color ambar.




-Se¢ transfirié 10 ml de (B) con una pipeta volumetrica y
20 m! de (C) también con une pipcta volumetrica c un matraz aforado
de 100 nl.

-S¢ completé a la marca de aforo con agua, y sc agité por

inversién., Este recactivo sc prepara antes de su uso.

« " Hidréxido de Sodio al 0.3%

-Sc transfirié 10 ml de (B) con una pipcta volumetrica a un
matrasz aforado dec 100 ml, se llevo al aforo con agua, y se agité
por inversién.

-Sc¢ guardé en un embasc dec plastico.

Besultodes:
Hay absorcién por parte del picrato en e¢! rango de méxima
absorcién del complejo nerifolina-picrato como se puede observar

en la gré&fica nGmero uno.

La forma de!l cspectro de absorcién reportada en condicioncs
experimentales semejantes @ las nuestras por Rowson en 1052, y
Demmoen y Jannscn en 1953, perae la digitoxina cs scmejante al

.
encontrado debido a que |z aglucona de la nerifolina y la digi
toxina es la misma y sc ha de utilizar como solucién de referencia
una solucién que tenge la misma constituciédn de la solucién ¢
determinaric su absorbancia a excepciédn del cardenétido, debide
a la absorcién quc prescenta ¢l rcactivo alculino dc picrcto cn
el intervelo de méximc cbsorcién del complcjo nerifolina-picrcato.
Dicha absorcién pucde scer cusada, en bease a’'las publicaciones de
Rochester y Cold en 1254, ol cxtrapolar el comportemicento de metéxido
a etéxido como nucleéfilo, o la Tormacidn de un complcjo con ¢l i6n

picrato; ya que la cbsorcién de cste Gltimo en soluciones de

hidréxido de sodio se focolize o longitudes de onde menorcs de 48D
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nanémetros.

icsteme Nerifolina=Dinitrobenzocto
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Desorrelle:
-Sc¢ marcaron J matraces cforados de 10 ml (A, B, C), y se

agregé lo que indica la siguicente tabla:

Matraz A 3 C
3 ml - ~ Disolucién Esténdar “D” de Merifolina
- 3 ml £ ml Etanol
5 ml 5ml a 10 m! Hidréxido de Sodio al 0.8
al0m! a 10 ml - Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 27

-3¢ agité por inversién, y sc dejo recposar por 4 minutos a
temperature ambicnte.

-Se determiné cl cespectro de absorcién de 400 a 700 nanémetros
dcl contenido de:

A utilizando como solucién dec referencia

€

A utilizando como solucién de refercncia ¢ C

B utitizando como solucién de refercncia a €

Soluciones:

Disolucién Esténdar ”“D” dc Nerifolina:

~Sc desecéd al vacio la nerifolina a 100° C por 2 horas.

-Se enfrié cn un desecador.

-Se pesé con exactitud 40 mg de nerifolina, y se depositaron
en un matraz afTorado de 100 ml.

~Sc disolvieron cn una porcién dc ctanol, se ltlevo a la marca

de aforo con ¢! mismo disolvente, y sc agité por inversién.




Hidréxido dec Sodio a! 0.8
~-Se pesé 0.8 g de hidréxido de sodio, sec disolvicron ecn 100 ml

de agua, y !a disolucién sc guardé cn un cmbase de pléstico.

Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 29
-Se peso 2 g de &cido 3,5 dinitrobenzoico, sc disolvieron en
100 m! dc ctanol, y la disolucién sc guardé cn un embase de vidrio

color ambar.

Resultados:
No se obscrva absorcién de! 3,5 dinitrobenzoato en el intervelo
de méxima absorcién del complejo nerifolina-3,5 dinitrobenzoato

como se pucde apreciar en la gréfica dos.

Riscusioues:

La forma del espectro de absorcién del complejo Nerifolina-3,5
dinitrobenzocto obtenida, es semcjante el reportado por Rowson en
1952, y Pratt también cn cl mismo ziio, usando cstos como cardenélido
a la digitoxina en condiciones enseyadas semejantes a lcs nuestras;
lo que apoya la localizacién de 1~ rcoccién en Iz geninag lo que ya
sc habfa obscrvado en cl Sistema MYerifolina-Picrato. La solucién de
rcefercncia a utilizar puede ser indistintamente |z que contenga o no

al &cido 3,5 dinitrobenzoico (B o C), ounque en un futuro sc usard

la (B).

EXPERIMENTO 11

Nombrc: Espectro de Absorcién del Complejo de licisenhcimer

Sistema MNerifolina-"icrato

.Desorrolle:
~Sc¢ marcaron 4 matraces aforados de 10 m! (A, B, C, D) v sc

agregbé lo que indica la siguicnte tabla:
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Gré&fica 2. Espectro de Absorcién del Complejo Nerifol jna-
2,5 Dinitrobenzoato (%), 3,5 Dinitrobenzoato
(%), y Complejo Nerifolinz-3,5 Dinitrobenzoato
3,5 Dinitrobenzocto (#).

Motrax A B c D
5 ml 3 ml 1 ml - Solucién Est&ndar “B” de ﬂerifolina
2 ml 4 ml £ ml Etanol

a 10ml a-10 ml a 10 ml a 10 m! Reactivo Alcalino de Picrato

-Se agité por inversién y se dejo reposar por 20 minutos
protegiendo de la luz, a temperetura ambiente.
-Se determiné ¢l espectro del contenido de A, B, y C, usando

como solucién dec referencia el contenido de D entre 400 y 600




nandmetros.

Soluciones:

Solucién Esténdar "B” de Nerifolina

-Se trensfirié 10 ml de la Disolucién Madre de Nerifolina con
una pipeta volumetrica a un matraz aforado de 50 ml, se¢ llevo a la

marca con ctanol, y sc sgité por inversién.

La méxima absorcién del complejo a una concentracién méxima
. lacd . . . - -
experimentada de 3 mgli de nerifoling se localizé en el intervalo

de 486 a 492 nanémectros mediante la determinacién en fa gr&fica

tres.
Absorbancla
[
/N
/ x3 mugt de Ner(folina
I -# 1,8 wmgx de Nerifoltna
®© 0.6 #gX de Nerlrollna
- 015

- |
420 520 620
Longitud de Onda (nondmetras)

?réficn 3. Especctro de Absorcién del Complejo Ncrifolfna-

Picrato a varias concentracionces de Nerifolinc.




istema Nerifolina-Dinitrobenzoato

S
Deserrollo;

-Sc marcaron 5 tubos de ensaye (A, 3, C, D, E) y sc agregé lo

que indicz la siguiente teble:

Tubos A B c D E
0.5ml 1ml 2 ml 3 ml - S;:?L:Téiz Estindar “E” de
2.5m! 2 ml 1 mt 2 ml 5 ml Etanol
5 ml S5ml S5ml 5§ ml 5 ml Hidréxido de Sodio =) 0.8%
2 ml 2ml 2 m 2 ml 2 ml Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 27

-Sc¢ egitb meconicemente y sc dejo rceposar 4 minutos a
temperatura ambicnte.
~-Se decterminé ¢!l espectro de absorcién del contenido de los

tybos A, B, C, y D usando como solucién de referencic c! contenido
del tubo E. .

Soluciones:
Disolucidén Esténder “E” de Nerifolina:
-Se¢ desecd al vacio la nerifolina a 100° € durante 2 horas.
-Se enfrié cn un desccador.
-Se peso con exactitud 70 mg de nerifolina, sc depositaron cn
matraz oforedo de 100 ml, sc disolvieron cn una porcién de ctanol,

se llevo a la marca con c¢l mismo disolvente, y sc agité per inversién.

La méxima absorcidn del complejo a una concentraciédn méxime de
J
18 mg? de nerifolina sc encuentre en el intervalo de 535 a 542

nanémetros, al determinarle en la gré&fice tres.
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Absorbancia

1.5 #418 ngX de Ner{folina
¥12 noX de werifoltna
3 6 mgX de Nertfoltna
x 3 %gX de nerifoltnag

005

450 500 550 &
Longttud de ondo (nandmetros)

gr&fica 4. Espectro de Absorcién del Complejo Ncrifoli?a-
3,5 Dinitrobenzoato a varias concentraciones

de Nerifoline.

EXPERIMENTO 111

Nombre: Estabilidad del Complejo de Meisenheimer

Stistema Nerifolina-Picrato




Qesercelle;
-Sc agregbé a 3 celdas del espectrofotdmetro lo que indice la

siguiente tabla (2 ccldas para B):

Celda A B
1.5 ml Solucién Esténdar “A” de Nerifoline.
~ 1.5 ml  Etanol
1.5 ml 1.5 m! Reactivo Alcalino dc Picrato

-Se agité por inversidén y se registré en cl graficador la
absorbancia del complcjo a 490 nanémectros por un tiempo aproximado
de una hora a una tcmperatura cercana a los 20° C.

Resultqdes;

El barrido de la abscrbancia del complcjo se puede observar en

la gr&fica cinco.

Discusiopes;

La estabilidad del complecjo a una temperatura de incubaci6n‘
(Ti) de 20° C a 490 nanémetros indicé que entrec los 25 y 40 minutos
la absorbancia es méxima y sin algln cambio significativo en csta,
siendo la evaluacién exclusivamente grifica. Por lo que sc eligié6
como tiempo de desarrollo del complcjo (td) a 30 minutos, a la

temperatura experimentada.

Sistema Nerifolina-Dinitrobenzoato

~Se agregé a 2 ccldas del espectrofotémetro lo que indica la

siguiente tabla (2 celdas para B):




Absorbancia
0.3 +

—

0.25 !

Tlampo (minutos)

3 3 23 33 43 55 I3

¢réfica 5. Absorbancia del Complcjo Nerifo!ina-Picrato'
a 490 nanémetros en funcién de! Tiempo a una

Temperatura de Incubacién de 20° C.

Celda A B
0.9 m! - Disolucién Estdndar “D” de Nerifolina
- 0.9 ml Etanol

0.6 m! 0.6 m! Hidréxido de Sodio al 0.8%
1.5 ml 1.5 m! Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 29

-Se agité por inversién, y se registrd en ¢l graficador la
absorbancia de! complejo a 538 nanémetros hasta los 75 minutos a

una temperatura cercana a los 16° C.

Resultados:
E! barrido de lz absorbencic del complejo se puede apreciar

en la gréfica scis.




' Absortancio

é

3 20 20 &

) Tiempo (minutos)

pgré&fice 6. Absorbancia de! Complejo Nerifolina-3,5
Dinitrobenzoato a 538 nanémetros en funcién

del Tiempo a una Temperatura de Incubacién
de 16° C.

Riscusiones:

La estabilidad del complejo a una temperatura de incubacién
de 16° C (Ti) a 538 nanémetros reporté que entre los 12 y los 18
minutos la absrobancia del complejo es méxima sin algin cambic
gr&fico apreciable en esta, por lo que se eligié como tiempo dc

de desarrollo del complejo (td) a 12 ninutos a la temperaturc

ensayada.

EXPERIMENTO vV
Nombre: Obediencia a la Ley de Lambert-8cer por cl

Complcjo de Mcisenheimer




Sistcma Merifolina-Picrato

Resoccolloe;
-Se marcaron 25 tubos de ensaye (4 con A, 4 con B, 4 con C,

4 con D, 4 con E, y 5 con F) y se agregé lo quec indica la siguiente
tabla:

Tubo A B C D E F
Solucién EstSndar “C* de
1ml 2 ml 3 m! 4 mi 5 ml - Nerifolina
4 mi 3 ml 2 ml 1 mli - 5 ml Etanol

~-Sc agregé a los tubos mircados con A y a un tubo marcado con
F 5 ml del Reactivo Alcélino de Picrato, se agité mecénicamente, y
se dejé rcposar por 30 minutos & 20° C protegidos de la luz.

-Se determiné la lectura de absorbancia del contenido de los
tubos A a 488, 490, y 492 nanémetros (asignadas al azar) utilizando
como solucién de refercncia al contenido del tubo F.

-Se efectué el mismo procedimicnto para el contenido de los
tubos B, C, D, y E.

Soluciones

Solucién Esténdar “C” dec Nerifolina

~Se transfirié 40 m! de la Disolucién Medre de Herifolina con
una pipeta volumetrica a un metraz oforado de 100 m!, se llevo a la

marce de aforo con ctanol, y se agité por inversién.




——r o

Longitud dec onda

-----

Concentracién dec YHerifoline (mg))

(nanémetros) 1.2 2.4 3.6 4.8 £.0
0.331 0.648 0.943 1.267 1.527
488 0.322 0.655 0.951 1.263 1.520

0.310 0.648 0.948  1.271 1. 566
0.331 0.643 0.95¢ 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 0.956  1.273  1.575
0.322  0.649 0.949  1.263  1.549

0.312 0.647  0.948 1.255 1.531
0.323 0.645 0.962 1.254 1.570
0.33t1  0.646 0.953 1.265 1.543
0.331 0.645 0.955 1.255 1.533

Las estadisticas del anilisis de regresién y correlacién (Tabla
1), y las rectas dec regresién rcspectivas (GréFicas 7, 8, vy O
sugieren que bajo las condicioncs experimentadas la obediencia
a la Ley da Lambert-8cer por parte del Complcjo Nerifolina-Picrato,,
es muy semcjante a 488, 490, y 492 nanémetros. Ya que c! disciio
experimental fue ideado para determinar ol efecto de la longitud de
onds en los modclos lincales de regresién (Abs — m(N) + b + c), al
aplicar a los datos un andlisis dc covarianza (Tebla 2); este indicé
que las diferencias observadas en las cstadfsticas de regresién y
corrclacién son debidas al error experimental (e¢), ya que la
hipétesis nula, de que existe igualdad cn los modelos dec regresién
lineal a las 3 diferentes longitudes de onda es aceptada (I'< 0.01),

)

debido a que el valor calculado dcl estadfgrafo de contraste (Fca|
es menor que la unidad y por lo tanto no es necesario compararle
con ¢! valor F4,58;0.99 que c¢s mayor que la unidad. Ya que sc tiene

que clegir una longitud de onda para cumplir c! objetivo nfmero uno




Absorbancla
2

v

Conceniraci{én (mgX)
de merifolina

Créfica 7. Recta de Regresién por minimos cuadrados a
la obediencia de la Ley de Lambert-Beer por

el Complejo Nerifolina-Picrato a 488 nm.

- e e v e avay oo

Longitud de onda (rem) 488 ) 2

Coeliciente de Coonnetacitn (1073) 999,419 999.575 999.595
Coeliciente de Regresidn (Abs/mBl(1073)  254.250 2564125 254,292
i | Ondenada ot Onigen (Absl107) 30.300 27.700 2.750
; Eweon Tépico de Estinacidn (Abs)107) 15,50 13.360 12,953

Tabla 1. Estadisticas de Regresién y Correlaciédn por
mfnimos cuadrados a la Cbediencia de la Ley

de Lambert-Beer del Complejo Nerifolina~Picrato.



Absorbancla
2
1.5

t
0.5

Concentrac(én (moX)
. de werifolina
1 2 -3 o 5 6

?réfica 9. Recta de Regresiédn por minimos cuadrados a

la obedicncia de la Ley de Lambert~Beer por

el Complejo Nerifolina-Picrato a 492 nm.

Ag.orbancla'

Concentractén (mpX)
6 de nmerifol(na

Cr&fica 8. Recta de Regresién por minimos cuadrados o

fa obediencia a fa Ley de Lambert-8cer por

cl Complejo MNerifolina-Picrato o 490 nm.




N 2.8
w8 57.6
b0 57.6
w2 57.6
Dentro 172.8
Entne 0.0
Tatal 172.8
Difenercia

Zxy 27 Residuat orados
de Liberted

14,648 3.77777 4. 3296(107)

14758 3.78177 3.2091(10)

146472 3.77768 2.019/(107)

W08 1123722 1.05578(10°%) 5%

0.0000  2.5765(10~%)

Wou8 11.2578  1.09%9901072) 58
3.291000107%) 4

T~bla 2. AnSlisis de Covarian*a para Hg:

bygg * mygg(N) = bygy + myqaq(N) =

se construyé la siguiente tabla:

Cudnodo F
Medio

1.95515(107%)

9.80250(107°)  0.50°

b492 + m492(N)

EUw&una’&:E&MMCMM E&&mmuwz&i/n&mwﬂbﬂk@ﬁmbadd

' Longitud de onda (nm) Relativo (%) 99%) para la dnversa cucndo
La Absorbancia 12 (et
488 0.775 2.81% X 0.1799%
%0 0.668 3.796 = 0./5386
©n2 0.648 3.8/6 X 0./502%

Donde se observa que el error tfpico relativo (Syx/Z)f

a 492 nanémetros, por lo que el intervalo de prediccién inversa

(cjemplo Abs=1) da intervalos més pcquefios y por lo tanto més

precisos, por esto las lecturas de absorbancia del complejo

se deben de efectuar = esa longitud de onda.

fste criterio fuc usado

debido a la naturaleza del uso de las curvas de calibracién cn la

colorimectria,

ocurrc



Tubo

Sistema Nerifolina-Linitraobenzoato

Desarrollo:

-Se¢ prcpararon diluciones a partir del fa Disolucién Estdndar
“F de Nerifolina, las cuales contengan respectivamente 10 mg? (1),
30 mg? (2), 40 mg? (3), 50 mg? (4), y 60 mg? (5).

-Se marcaron 20 tubos de ensaye (3 con A, 3 con B, 3 con C, 3

con D, 3 con E, 5 con F) y sc agregd lo que indica la siguiente tabla:

A 8 c D E F
2 ml 2 mi 2 ml 2 ml 2 m! 2 ml Dilucién de fa Disolucién
(1) (2) (3) (4) (5) (6) Estdndar “F” dec Nerifolina
1 ml 1 ml! 1 ml 1 mi 1 ml 1 ml Etanol

-Se agregSé a los tubos marcados con A y a un tubo marcado con
F, 5 ml de Hidréxido de Sodio al 0.8%, 2 ml de Acido 3,5 Dinitro
benzoico, y se dejé reposar a una temperatura de 1€° C por 12 minutos.

~Se determiné la absorbancia del contenido de los tubos A a 534,
538, y 540 nanémetros (asignadas al azar), usando como solucién de
referencia al contenido del tubo F.

~Se efectub el mismo procedimiento para ¢l contenido de los tubos
B, C, D, y E.

Soluciones
Disolucién Estdndar “F” de Nerifolina
~-Se desecé al vacio la nerifolina a 100° C durante 2 horas.
~Se enfrié en un desecador.
~Se peso con exactitud 50 mg de nerifolina, sc depositaron cn
un matraz aforado de 50 ml, y se disolvicron en una pocién de etanol.
~Se llevo a la marca de aforo con ¢l mismo disolvente, y se

agité por inversién.




Diluciones de la Disolucién Estandar “F” dc Nerifolina
-Sc marcaron 5 matraces aforados de 10 m! (1, 2, 2, 4, 5) y se

agregé lo que indica la siguicente tabla.

Matraz 1 2 3 4 5

_ Disolucién Esténdar “F” de
1ml 3 ml 4 ml 5 ml 6 ml Nerifolina

-Se llevé a la marca de aforo con etano! y se agité por inversién.

Resultadosg;

Concentracién de Nerifolina (mg?)

2 6 8 10 12
Longitud de onda
(nanémetros)
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 1.454
0.237 0.729 0.980 1.210 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 0.725 0.960 1.226 1.463
540 0.239 0.725 0.982 1.220 1.447
0.237 0.727 0.975 1.228 1.452

Discusiones:

Las estadfsticas del anélisis dc regresién lincal y corrclacién
(Tabla 3), y las rectaos de regresiédn respectivas (Gr&ficas 10, 11, y
12) sugierern quc bajo las condiciones experimentcdas la obedicncia
a la Ley de Lambert-Beer por ¢l Complejo Nerifolina-3,5 Dinitro

benzoato es muy parccida a 53%, 538, y 540 nanémetros. Ya que el

experimento fue diseficdo pora determinar el cfecto de le longitud



Longitud de anda {rm) 5% 538

Coeficiente de Comelacidn (107) 999.921 999,888
Coeficiente de Regreaidn (Abs / mgh) (1070) 122,761  122.797
Ondenada al Onigen (Abs) (107) -13.919  -11.4%
Exnon Tlpico de Estinacidn (Abs) (107) 5917  7.0%

540
9994885
122.660

~7.482

7.128

Tabla 3. Estadfsticas dec Regresién y Corrclacién por

minimos cuadredos a la Cbedicncia de la Ley de

Lambert-Beer por el Complejo Mecrifoline-3,5

Dinitrobenzoato.

Absorbanc(a

-1

Concentracidn
¥ F T
> | 6 & 10 . 12 de merifolina

Grafica 10. Rectc de Regresién por mfnimos cuadrados o

la obediencic dc la Ley de Lambert-

(mgX)

+

Beer por

el Complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato

a 536 nm.



Absorbancia
2

Concentractén (mgX)
@ 6, 8 t 12 d¢ Merifolina

?réfica 11, Recta de Regresién por mfnimos cuadrados‘a
fa obediencia de la Ley de Lambert-Beer por
el Complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato

a 538 nm.

T - e — —— . — - e —

4 orbancla
2

. na—

Concentracién (mgX)
6 &4 o] 12 de Nerlfolinag

Gr&fica 12. Recta de Regresidn por minimos cuadrados a
)
la obediencia de la Ley de Lambert-Beer por

el Complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato « 540 nm.




de onda en los modelos lincales de regresién (Abs = m(N) + b + e)

un anflisic de covarianza a los datos (Tabla 4) indicé que las
diferencias en las estadfsticas de regrecsién y corrclacién son debidas
al error experimental y no al cfecto de las tongitudes de onda

P ( 0.01) ya que et valor de Fcal mediante el andlisis dec covarianza

es menor que et valor de F R or endc todos los datos se
9

4,39;0.9
ajustan a un mismo modelo lincal de regresién. Debido a la necesidad
de clegir una de las 3 longitudes de onda se construyo la siguionte

tabla:

PO USUSEG U QUG DU .- - - ———— e r—p————— —— . e —————

Emxon Tipico de Estimacidn Eatimacion del Intenvelo (Confianga del 99%)

Longltud de onda (ra) ivo (%) para La prediceidn inversa (Abs=1) (mgfe)
I 5% 0.296 8.25 % 0.14998 (1.82%)
538 0.352 8.234 % 0.17850 (2.17%)
560 0.3% 8,214 & 0,/8082 (2.20%)

En csta se observa que el valor mfnimo detl error tfipico de
estimacién relativo (Syx/Z)% ocurre & 536 nanémetros. , y por consi
guicnte el intervalo de prediccién inversa a la mencionada longitud
de onda (ecjemplo Abs=1) es més preciso, por lo que a 53% nanémetros
tendrén lugar Iqs lecturas de absorbancia del complcjo cn los expe

rimentos subsiguicntes.

EXPERIMENTO V

Nombre: Cinética del Complejo de Meiscnheimer en funcidén de

la Temperatura.

Sistema Merifolina-Piurato

Desacrello;

-Sc agregbé a 3 ccldes del cspectrofotémetro lo que indica la

siguiente tabla (2 celdas para B):




)N zixz EEX# ziy' Residuat Libertad Cuadrado fedio ;;al Fz§39ﬂk99
5% 1706 2.80%  2.6769 4.2480(107)
58 [77.6 218088  2.67866 6.03310~%)
S0 1776 2.8 2.67%69 6.16391107%)

16103 B w23uoS)
Dentro 532.8 65.395 8.0327

Entre 0.0 0.0000 6.16X0(107")

Total 5328 65.395 8.0285/ 158602100 @3
Diferencla L 2BIIcT) __somesict) s ST

Tebla A, An&lisi de Covarianza perc N,

b535 + mss,(ﬂ) = bs38 + m538(N) = b540 4 m540(“)

Cetlda A 8
1.5 m! - Solucién Esté&ndar “C” de Nerifolina
- 1.5 ml Etanol
1.5 mt 1.5 ml Reactivo Alcalino de Picrato

-Sc agité por inversién, se registré en el graficador adcméis
de anotar ltas lecturas de absorbancia del complejo ¢ 492 nanbmetros
hasta un ticmpo de 75 minutos, a una temperatura cercana a los §59° c,
utilizando a 5 como referencia.

~Se repitié el experimento utilizando temperaturas cercancs
a2 40° C, 30° C, 20° C, 15° C, 10° C, y 5° C recspectivamente.

-

Rg§ultaq9§:

Pesar a la siguiente pégina.




e e

-
¥ 51.15. .

2iempo {seg)
150
18
2/0
240

T 515

Lectuna'(Abs.) 5 tiempo (seg) Lectna (Aba)

0.83%
0.91%
0.970
1.0l
1.032

0.769
0.763
0.756
0.74
0.742
0.735
0.727
0.72/
0.715
OIM
0.70/
0.695

0.683
0.677
0.670

/590
1620
1650
1680
1710
17%0

0.665
0.659
00653
0.648
0.643
0.637
0.63/
0.6
0.6/6
0.606
0.5%
0.586
0.577
0.568

7 %0.0

tiempo (seg)  Lectura (Abasl
150 0.89/
{50 0.979
200 1.0%
2% 1,/00
270 /1.139
300 1.071
30 1.196
420 1.238
450 /.24
480 1.251
5/0 1.25/
570 1.27
600 1.2%6
630 1.2%2
650 1.235
720 1.23
750 1.22%
780 1.222
8lo 1.217
8o 1.2/2
870 1.27
%00 /.23
93 1.201
960 /.93
990 /./188
1020 1.18%4
1050 1.178
1080 1.174
/110 1.169
110 1./165
170 /./60
1200 1.155
2% 1.151
1360 1.1
1290 1.1%
1320 1.137
1350 /.133
1380 1.128
/410 [.02%
140 1./1%
1470 l1J15
1500 l.l10
1530 /.106
1560 1.102
1590 1.098
1620 1.093




7 .0 r 3.6 7 3.6

Lienpo (seg)  Lecturna (Abs) tiempo (seg)  Lectura (Abs) Liempo (seg)  Lectuna (Abs)
1650 1.089 /0 0.869 1680 1.422
1680 /.085 180 0.963 1710 /.420
1710 1.08/ 2/0 /.04 17%0 .48
/7% 1.076 240 1.074 1770 1.4/6
1770 1.072 270 /.14 1800 1.414
1800 1.068 X0 /.94 1860 1.410
1860 1.059 330 1.231 1920 /.405
1920 /.05/ %0 /.24 1980 /.%0/
1980 1.043 390 1.29/ 040 1.39
240 1.035 420 1.323 2/00 1.39/
2[00 1.027 450 1.343 2/60 1.387
2/60 /1.0/18 80 1.%0 2220 1.381,
2220 1.0/0 50 1.9 2280 1.377
2280 4,000 50 1,38/ 23%0 1,372
23%0 0.994 570 1.39/ 2400 /.36
2400 0,986 600 /.%0/ 2460 1.3/
2460 0.979 630 1.%09 2520 /1.356
2520 0.97/ 660 /.45 2580 1.35/
2580 0.963 690 /.49 %% 1345
X4 0.955 720 1.423 2760 1.335
2760 0.9%0 750 1427 2880 1.325
280 0.924 780 1.4%0 2030 1311
3000 0.9/0 8/0 1.432 3150 /.30/
320 0.896 840 1,434 3240 1.293
32%0 0.882 870 1.435 3360 1.282
3%0 0.869 900 1,436 3480 . 1.271
3480 0.85% 730 1.4% 3600 1.6/
300 0.84/ 960 1.437 3780 1.244
3780 0.82/ 990 1437 3920 1.228
920 0.80/ /020 1.435 4140 1.212
440 0.782 1050 1.435 4320 1./96
4320 0.764 10% 1435 4500 1.180
4500 0.7%6 11/0 1.435

1190 1434
1170 1.434
1200 1434
12 1.434
1260 1.434
1290 /434
1320 1434
/350 1.434
1380 1.43%4
1410 /.434
%0 1.43%
1%70 /.433
1500 1.432
/530 1431
1560 1.49
/590 1.427
1620 1.425

1650 1.423



o

2iempo (seg)  Lectura (Abs)
0.7

150
180
20

7

2.2

0.965
1.045
1.011
1.175
1.224

*

\\\\\.\\\\\\
v \
JERESHRERR

%

578

7
Ziempo (seg)
/650
1680
1710
17%0

2.2

Lectura [Abs)

1.582
4.582
1.583
/.583
1.583
1.583
1.583
1.583
1.583
1.583

T 14.9

Liempo (seg)  Lectunc [Abs)
150 0.855
180 0.948
2/0 1,024
240 1.0%6
270 1.1%%
300 1.192
J60 1.576
390 1.309
420 1.337
450 1.366
450 1.39/
510 1.413
540 1.433
570 1.452
m /Om
6 1.48/
660 /.96
690 1.515
720 1.521
750 1.532
780 1.542
810 1,55/
8% 1.560
870 1.567
900 1.57%
930 1.581
960 1.586
990 1.591
1020 1.596
/G50 1.60/
1050 1.606
11/0 /.617
1140 1.614%
1170 1.617
1200 /.62l
1230 1.624%
1260 /.62
1290 1.629
130 /.63/
1350 1.633
1380 /.635
140 1.63%
14%0 /.63
1470 /.640
1500 1.64/
/520 1.643
1560 1.644
/500 /.655
/60 1.645
1650 1 6%




- — —

r /49 r 9.9 7 9.9
dLiempo (sey;)  Lectuna (Abs) Liempo (seg)  Leciurna (nba) tiempo (seg)  Lectuna (Abas}

1680 1.647 150 0.775 1650 1.647
1710 1.648 /80 0.863 1680 1.649
1740 1.6% 2/0 0.938 17/0 7.657
w0 % m I
/ 650 270 1.0 .
1860 1.652 30 7 53 1800 /.65
1920 1.653 30 1.1% 260 1.658
1980 1.653 %0 1.186 1920 1.66/
2000 1.65% 0 1.221 1980 1.664
2/00 1.65% 420 1.252 2040 1.656
2/60 1 .65% 150 1.280 2/00 /.667
2220 1.65% 0 1.309 2/60 1.669
2280 1..65% 510 1.3 2220 1.67/
2340 /.65 500 1.353 2280 1.672
2400 1.65% 570 1.374 2340 1.672
2460 /.65% 600 1.594 2400 1.675
2520 1.653 630 1.4 2460 1.675
2580 1.653 660 1.428 2520 1.676
x40 1.653 690 1.544 2580 1.677
2760 1.652 70 /459 % 1.677
2880 /.652 750 1471 2760 1.678
000 1.65/ 780 1.483 2580 1.679
20 1.649 810 1.495 2000 /.679
240 1647 Su0 /4506 3/20 1.679
3760 1.644 &0 1517 3240 1.679
480 1.6%0 0 1.5 3360 1.679
00 1.638 930 1.537 3480 1.679
EL) 1.638 %0 7 5l ¥ 1.679
4140 1.6%7 90 1.552 3780 1.679
4320 1.6% 1070 1.559 60 1.679
4500 1.635 1050 1.566 U0 1.679

10580 1.573 4320 1.679

1110 /.5% 4500 1.679

1150 1.58

1170 1.59/

1200 J.596

129 /1.602

1260 1.607

1290 1.611

132 1.6/5

1350 1.618

/3% 1.622

1410 /.625

1440 1.6%8

1470 1,632

/1500 /.63

/5% 1.638

/560 1.639

/590 1.643

{620 /.6%%




o

T 4.8 T 485
dienpo (seg)  Lectuna (Abs) tiempo (seg)  Leciura (Abs)

/50 0.863 1650 1.649
180 0.949 1680 1.65/
2/0 . 14019 1710 /.653
240 1.082 17%0 1.655
270 1.133 1770 1.657
00 1.177 1800 1.659
2% 1.2/6 1860 1.66/
360 1.250 1920 1.665
1.279 1980 1.667
420 1.407 2000 1.670
450 1.332 2/00 /.673
480 1.355 2160 1.675
510 1.37% 2220 1.677
590 1.393 2280 1.679
570 1.4/ 2340 1.68/
600 1.427 200 1.682
630 1.435 2460 1.683
660 1459 20 1.68%
690 1.%2 2580 1.685
720 1.475 6% /.686
780 1.%99 2580 1.689
8/0 1.5/0 000 1.689
840 1.519 3120 1.689
870 1.527 3240 1.690
900 1.537 330 169/
930 1.547 3480 1,691
/.552 3600 1.69/

990 1.559 3780 1.691

1020 1.565 3960 1.69/

1050 1.572 4450 1 .69/

1050 1.577 4320 1.69/

1110 1.583 4500 1.69/

11%0 1.589

1% /5
200 . T es el promedio de las temperaturas

1230 1,603 , promedt! P

1260 /.608 registrcdas al inicio y al final del

5‘2?9;3 5'255 cxper imento.

1350 1.620

/20 1e7

0 .

/ 1.63f

1470 1.634

1500 1.637

1530 1.6%0

1560 1,642

1590 1 6%

1620 1.647




Tiscusiones:
Los medelos cindticos piropucstos para nredecir la absorbancia
de! complejo (Abs) en funcién del tiempo, pucden scr representados

mediante la siguiente funcién:

Il

Modelo | Abs f(t) - c( c_ct - c-dt) eee.o(1)

Modelo 1t Abs f(e) = £( c-Ct - c-Ft) - 6( c-Ct - c-dt) cealaa(2)

il

Los que pueden ser representados como:

Abs = A c—at - B cth N )]

Donde para que cxista la identidad se tiene que cumplir para:

todelo | Modelo 11
A=2C A=E
B=2¢C B=¢G
-at _ ~ct ~at _ -ct -ft
c = e c = e - C
-bt _  -dt -bt _  -ct ~dt
e = ¢ c = e - ¢

La funcién (2) describe una fase de formacién (B c;bt) y una
fase de destruccién (A e-at) del complejo de Meisenheiner, de la que
se pucde inferir 3 posibles ccuaciones. resultantes dependiendo de la
magnitud de la velocidad de formacién (VF) y destruccién (Vd) del
complejo en el tiempo.

1) Si Vd:>\’F para todo ticmpo, sc tendrd la siguicnte ecuacién:

Abs = A ¢ cen ()




Siendo la gré&fica que caracterize o arterior ccuczidng

A2zacranzla

Al tabular los datos de la gréfica se tienc:

Tiempo., Absorbancia
tl Abs1
t, Abs., Donde se observa que:
‘ s = Abs

£ Abs, Abs > Absz>Abs3>. cea2Abs So.ll = bs
: : Al someter los datos tabulados a re

. gresién y correlacién cexponencial, serén
tn Abs caracterizadas la ordenada i origen (1),

n

. . el cocficiente de regresién exponencial
- - (a), y e! coeficiente de correlacién que
En Abs

es una medida de la certeza de la ccuacién
para cxplicar los datos experimentales.

2) Si VF:>Vd para todo tiempo, se sigue la ecuacién siguiente:

-bt

Abs = A ~ B e veos.(5)

Donde un gré&fico quec rcprescenta la ccuacibén anterior es:




— v -

i
B -
) " . - ’,I'
4 - e e e e = ¢t

Al tebular los datos dc este gréfico:

Ticmpo Absorbancia
. tl Abs1 En que:
b A < «e.. =Abs = ... =Abs
t2 A S, bsl\\Absz<:Ab53<: Ab méx Ab m&x
Abs .
t3 K] Para caeracterizar las constantes de fa |
iy ' ccuacién (5), la absorbancia méximc registrg
. . da (Absm4x) es “A”, mientras que para deter
tn Absméx minar b y “B” es necesario aplicar el método
. . de la residucl, lo que consiste cn efectuar
: los siguientes cllculos y tcbularlos de la
%o Absméx siguiente manera:
Ticmpo Absorbancia
Al someter las diferen t1 Abs - A
- méx 1
cias o rcsiduales (de aquf £, Abs - A,
. . . 2 méx 2
su nominacién) a regresién
. . t Abs - A,‘
y correlacién exponencial, 3 m&x 3
sc obtendrén cl valor de les - )
constantes "b” y "B”, adem8s . .
de indicar la veracidad de t Abs _, - A
n-1 méx n-1

la ecuacién paro cxplicaer los

dotos cxperimentales por cl cocficiente de corrclacibn.




3) Si VF Vd’ Vf Vd’ Vf Vd & traves del ticempo (en ese érden)

sc cumple la siguiente ccuzacién:

Abs = A "5 o B e Pt LLL..(3)

Por lo quc una gréfica que describe ¢ lc ecuccién anterior es:

-

i e e spns e o e

La que es dividida en 2 partes (linea punteada) para poder
caracterizar las constantes de la ecuacién en la fase de destruccién
det complejo (a la derecha de la linca puntcada) y la fasec de forma

cién del complejo (o la izquicrda de la linca puntcada).

Al tabular los datos de la fasc de destruccién del complecjo se

ticne: ,
Ticmpo Absorbancia
tﬁéx Absm&< Somcticndo estos dotos a regresién
& Abs y corrclacién exponcencial se caractcrizan
méx+1 méx+1 " _ "wpn
las constantes “a” y “A” asf como cl co
t Abs . . N
méx+2 méx+2 eficiente de corrclacién para la fase de
- destruccién del complcjo.
t Abs
m&x n “mix n

t Abs




"Yz caracterizade la ecuacién pera la fase de destruccién del
complejo se obticnen las residuclcs respcctivas, las que sc tcbulan

de la forma siguiente:

Tiempo Absorbancia
-at Y al aplicarles a estos datos regre
t Ae 1 - Abs : . . =
1 1 sién y corrcleciédn exponencicl el valor
-at,, de las constantes “B” y “b"™ son encontrg
s
t2 Ae - Abs2 dos ademés dec el coeficiente de correlg
-at3 cién para la ccuacién dec la fase de
t Ae -~ Abs . .
3 3 destruccién de!l complejo.
-at
. méx-1 _
bm,ﬁ.‘(-“l A c Absméx-l

En funcién de lo antes explicado se obtuvicron las ccuaciones
o curvas dec regresién (Tabla 5) para la cinétice del complejo 2 las
temperaturas experimentadas. En esta se observa una corrclcciédn
aceptable entrc la ccuacién y los datos experimentales de la variable
de respuesta (absorbancia del complejo), to que puede aprcciarsc
mejor .en las gré&ficas siguicntes las que permiten comperar visucl
mente la prediccién de o veriable de respuesta utilizando la ecuacién
de regresién respectiva (cinétice calculada) con ¢l registro de la

variable de respuesta obscrvada (cinéticc obscrvade).




B ﬂu¢¢muh&? Absoncidn del Complejo Nenifolino-Picrdto en funcidn

Coeliciente de Coonnelocidn

del Liewpo ( seg) Destruccidn  Fowmacidn
5150 ¢ | 10089 2501860 (10° 20 _ 4y 1y 269750 0107 2] oes s 19y | gar. 330 11673
w0.00° ¢ | 13520 1T 1076 20y sozg 37814 0107 00 | oo 209 1079 | gas.30 1100
w0 ¢ | 1.ssr0 580890 (158 21y 2c, 26755 0007 0 | eqr.s2n 10y | ge0.uee 1167)
.00 ¢ | 1,636 5B 10° 8 _ 5 gory, 24607 (07 2 990,488 (10)| 988,186 (107)
tgo ¢ | r.eair STy 250 1070 80| o )| ggnze i)
0.9 C | 16790 « 12030 2P 100 ) 000000 995.305 (1073)
w5 ¢ | 1usglo - ogsuy 196 1107 2 000.000 996.770 (10731

Tabla 5. Curvas de Regresién Exponencial para la Cin?tica

de Absorbeancia del Complejo Nerifolina-Dicrato a

492 nm.

}mpaa.ttm 51.05° C
{ - ) Cindtica observoda
( . ) Cindtica calculada

\

Absorbancia

0.5

55 65

75




Absorbancia

0.5
minutos
s is 25 35 45 55 65 75
1.5
{
_..é 1
i .
( - ) Cindtica observada
() Cinética calculada
0.5
, minutos
15 25 35 45 55 65 75




1.5

g lemperatuna 20.2° C
HIE ( =) Cindtica obscnvala
2 { -] Cindtica calalada
0.5
minuios
15 23 35 o5 55 65 7s
[ 1.5
) "1 ) Tempexatura 14.9° C
. { -} Cindtica obsenvada
(. ) Cindtica calcutada
3
3
0
B3
(0.5
minuios
15 25 35 3 65 75




Absorbancia

1.5

Tenputaﬂllta 9.9' C
! ( —) Cinética observada
( - ) Cinética calenlada

0.5

Absorbancia

Tempenatuna 4.85° C
( - ) Cinética observada
( - ) Cinética calaulada

0.5




Je los modelos propuestos para predecir o obsorbancic dol
complcjo en funcién del ticmpo (1), (2), cn c! Modelo | las CXpPo
ncnciales son multiplicadas por un mismo cocficiente, lo que permite
indicar que el cquilibrio entre el ctéxido y la nerifolina para dar
el anién furflico no se alcanza en las condiciones experimentcdas
ya que en todas las ccuaciones cnconfradas cxisten diferencias en los
coeficientes, es el Modelo 1l el que explica les diferencias en los
coeficientes lo que sugiere su posible validez aunque para su compro
bacién total son necesarios los estudios cinéticos en funcién de
reactivos y solventes, por lo quec unicaemente ¢l ecstudio cinético en
furicién de la temperatura permitié discernir ambos modelos en funcién
de los cocficientes mencionados.

TEN ticmpo de lectura de una técnica colorimétrica se define como
el ticmpo en que se debe de determinar la absorbancia del compucsto
coloriao.después de la adicién dec un rcactivo (o reactivos) a la
solucién de la molécula que dz lugar a2 cstec bajo las condiciones de
trabajo. Parc elegir el tiempo de lecturs en un desarrollo colori
métrico se debe de llegar a satisfacer 2 condiciones simultanccmente,
de ser posible:

i) La cbsorbancic del compuesto colorido debe de ser méxima.

ii) E! cambio de la absorbancia en el tiempo ‘debe de ser minima.

Donde lo anterior sugiere un intervclo de tiempo de lectura, més
apropiadamente que un tiempo de lectura.

Al obscrvar las gr&ficas de la ccuaciédn (3) de ta cinética de
absorbancia del complcjo, Gnicamente en 2 de elles se pucden cumplir

las 2 condicioncs mencionadas: -

Le siguiente gré&fica: s

Le que es descerita por 1o ccuccidn

Abs — A ¢ - B e




La determinacién de la primera condicién se pucde cfectuar
gré&ficamente al evaluar el tiempo dc absorbancia méxima, o analfticg

mente obteniendo el méximo de lz ecuacién (2), lo que consiste en:

d(Abs)/dt = b B e Pt o a e .. .(4)

w

d(Abs)/dt = 0

it
o
ve]
[e]
3
(9%
<
1
o
>
0
3
(9
A
~~
(9]
R

t s = ((Inb+1InB - (Ilna+1nA))/(b-a) .....(6)

Y con la férmula anterior se determina el tiempo de absorbancia
méxima analfticamente, lo que tiene asociado un valor de absorbancia
méxima (Absméx)'

La segunda condicién puede cumplirse al proponerse un valor pare
el cambio dc absorbancia del complecjo alredecdor de la absorbancic
mixima de este; st se proponec un crror relativo de 0.17 (0.002 de
absorbancia) en cl cembio, cs decir Absmax + 0.002 lo que tienc
asociado un intervalo de tiempo (tiempo inferior y tiempo superior),
pudiendosce determinar gré&ficamente o analfticemente mediante métodos
iterativos, ya que las ccuaciones:

-at -btc
Abs__ + 0.002 = A c SUP: _p e SUP- L (7)

Abs . - 0.002 = A e inf. g, inf. ...(8)

No pueden ser resucltas analfticamente prpe ol %io0

La siguicente gré&fica:
La que es descrita por la ——s —

ccuacién:

Abs = A - B ¢ .




Lo maxima absorbancic en la ccucciédn anterior tanto gréficzmente
como anlalfticamente corrcsponde atl valor de la constante ”A”, deobido
a que es la asintota vertical de lc gré&fica, por lo guc:

-bg,
Abs =A-Be =A-0 .....(9)
max
I{m.

%

De donde se llega a:

Abs . = A .....(10)

Y esto ocurre grificamente en un intervalo de t{;mpo a partir
de! momento en que se llega a ese valor de absorbancia, mientras que
analft}camente dpende del valor minimo de la escala del aparato
(espectrofotémetro).

La segunda condic 4n podrd cumplirse en forma scmejante al caso
anterior, por lo que el intervalo de ticmpo de lectura gréficemente
tiene como valor inferior a ¢l wvalor asociado de A - 0.002, y para

determinarie analfticamente sc plantec:

-bt. o
A-0.002=A-8e '" cee.(11)
Licgando a:
t. f = (tn B+ 6.21461)/ b ..... (12)

Sicndo ¢l valor supcrior de interwvalo para ambos métodoz (gr&fico

y analftico), cl tiempo que dura la expericncia.
En basc a lo anterior sc determind gréficamente y analfticemerte
el intervalo de tiempo de lcctura asociado a cada temperatura experi

mentada (Tabla 6), lo que permitié clegir como temperatura de




Tenperctura lndervalo de Tiempo de Lectuna (min) Porciento de Exnon Relativo en la Lectiura
31.60° € (6.5 a 21.5) 0./5
2.2 C (24,5 a 34.0) 0.10
14.90° € (29.5 a 44.0) 0.10
9.90°CC {47.0 « 75.0) 0.10
4,85 C (53.0 a 75.0) 0.10
_ GRAF/CANENTE
! Texperatuna Intorvato de Tiempo de Lectun (min) — Porciento de Ewion Relotivo en La Lectuna
31.60° C (4.0 a 24.0) 0.15
20.0°C (0.5 38.0) 0./0
14.90° C P70 a 18.0) 0.10 .
9.90° € 3.0 a 75.0) 0.10
4.85° C 8.0 a 75.(‘5X‘ ) 0.0 ~ o
"Tebla 6. Intervalo de Tiempo de Lectura de Absorbancia
para ¢l Complcjo Nerifolina-Picreto a 492 nm.
incubacién del complejo (Ti) a una temperatura aproximada de 10° C,
usando como criterio de eleccién los datos suscritos en la siguicnte
table:
, 5@‘““;&"“% Eficeincia Retotiva det Intervalo &éz pi.empo de Lectura /‘%) ~
2.2 12.67 23.33
14.90 9.33 22.67
9.90 .33 42.67
485 2.3 %.00

AVALI TICAYENTE




En quc el porcicnto de eficiencia relativa del intervalo de
tiempo de lectura sc definié como el porcicnto de la razén, de la
diferencia en scgundos de! Limite Superior con ¢l Lfmite Inferior
y el tiempo total en segundos que dura la experiencia de la cinética
de absorcién de! complejo ((tsup- tinf)/4500)f, lo cual ocurre tanto
grificamente como analfticamente a 9.9° C.

Y& caracterizada esta variable independicnte (Ti) en 10° C, es
de esperarse que al retirar ta solucién a determinarle su absorbancia
del bafio de incubacién, los pardmctros cinéticos dec! sistema cambien
debido a la variacién de la temperctura en el sistema, lo que hace
aumentar e! crror sistemético cn las lecturas, ocurriendo esto fre
cuentemente ya que la moyorfa de los aparatos de medicidn no poseccen

integrado un bafio termostético.

Sistema Nerifolinc-Dinitrobenzoato

Desarrollo:

-Se agregé a 3 celdas de! cspectrofotémetro lo que indica la

siguiente tabla:(2 celdas para B):

Celda A B
0.9 ml Disolucién Esténdar ”"D” de Merifoling
- 0.9 ml Etanol
0.6 m! 0.6 ml Hidréxido de Sodio al 0.87
1.5ml 1.5 ml Acido 3,5 Dinitrobenzoico al 2%

-Se agito por inversién, se registré en cl graficador ademés
de anotar las lecturcs de ebsorbancia del complejo a 52 nanémetros
hasta un ticmpo de 75 minutos, o una temperatura carcena ¢ los 50° C
utilizando & B como rcferencic.

-Se repitio lo expericncic utilizando temperaturas cercanas o

40 ¢, 30° C, 20° C, 182 C, 10°C, y 5° C.




Resultados:

T 5.95 T 50.95 7 50.9%
tiempo (seg)  lectwra (Abs) Liempo (seg)  Lectuna (Abs) Liempo (seg)l  Lectura (Abal

15 0.575 780 0./187 140 0.095
/£ 0,503 8/0 0./184 1470 0.09%
2/0 0.452 80 0./7% /500 0.09/
20 0.415 870 0./68 1530 0.089
270 0,386 900 0./62 1560 0.087
300 0.3%3 930 0.157 1590 0.085
30 0.343 990 0.148 1620 0.083
0 0,324 1020 0./43 1650 0.08/
390 0.709 1050 0./39 1680 0.079
420 0.297 1080 0./3% 1710 0.077
450 0.284 11/0 0./ 1740 0,075
480 0.272 110 0./26 1770 0.07%
5/0 0.2/ 1170 0./22 180 0,073
5% 0.252 /1200 0./19 /8% 0,07/
570 0,242 120 0./16 1860 0.070
600 0.233 1260 0.142
630 0.224 1290 0./09
660 0.2/6 1320 ‘ 0./06
% 3.%3 /0 0./03

A / , 00/0/
750 0.193 14l0 0.098

T es ¢l promedio dc las temperaturas registradas ¢l inicio

y al final del experimento.
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2iempo (seg)

/50
180
2/0
20
270
00
30
360
390
420
450

40.4

Lectina (Abs)

0.689
0.666
0.652
0.627
0.6/0
00594‘
0.582
0.568
0.556
0.542
0.532
0.52/
0.5/0
0.500
0.4/
0.183
0.475
0.%66
0.458
O.W
042
0.43%
0.427
0.42/
0.413
0.%06
0.”?
0.392
0. 386
003”
0.373
0.37
OOM
3.356
8315
0.338
0.33/
0.3%
0,32/
0.3/5
0.3/0
0.305
OOM
0.295
0.29/
0.286
0.28/
0.276
0.272

7T .4
tiempo (seg)  Leciunn (Abs)

1650 0.268
1680 0,24
17/0 0.259
1750 0.255
{1770 0.25/
1800 0.247
1860 0.2

1920 0,232
1980 0,225
2040 0.2/8
2100 0,211
2/60 0,04
2220 0./198
2280 0./92
23% 0.187
2400 0./8/
2460 0.775
2520 0.171
2 0.165
2640 0./60
2760 0./5/
2880 0./43
000 0.135
N0 0.127
3240 0./2/
3360 0./1%
3480 0./08
»00 0./03
3780 0.095
3990 0.088
4% 0.083
4320 0.074%
4500 0.069

T o2
tiempo (seg)

/50
180
2/0
240
270

/350

1410
14%0
1470

/530
1560
1590

Lectuna (Abs)

0.878
0.924
0.939
0.945
0.94%
0.942
0.957
0.931
0.925
0.9/7
0.907
0.902
0.895
0.887
0-(?79
00 87/
0.§6 3
0.
-4
0.8%0
0.833
0.825
0.817
0.8/0
0.803
0.796
0.789
0.783
0.776
0.769
0.763
0.757
0.75/
0.745
0.738
0.732
0.7%
0.720
0.7/%
0.707
0.70/
0.696
0.690
0.684
0.678
0.672
0.666
0.660
0.655



7

ienpo (seg)

1620
1650
1680
17to
1740
1770
1800
1860
1920
1980
2040
2/00
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
%40
2760
2880
000
320
2240
3360
3480

%00
3780
920
4140
4320
4560

3.2

Lectuna (Abs)

0.649
0.643
0.638
0.63?
0.627
0.622
0.6/6
0.605
00595
0.584
0.574
0.565
0.555
0.545
0.535
0.5%6
0.5/7
OOW
0.500
oo 49/
0.48/
0.4%66
0.449
0.43%
0.49
0,405
0.39¢
0.377
0.364
0.3%
0.328
0.3/2
0,296
0.279

7 2.2

Liempo (sog)  Leciuna (Abs)

150 0.95
180 1.008
2/0 1.059
240 1.097
270 1.2
300 1.153
30 1./76
360 1.196
390 1.210
420 1.225
450 1.2%
480 1.245
5/0 /.255
50 1.262
570 l.m
600 1.27/
6” l0277
660 1.277
690 1.278
720 /.284
750 1.282
780 282
810 1.282
8% 1.282
&70 1.282
900 1.279
930 1.278
960 1.275
990 {.27%
1020 1.271
1050 1.7
1080 /.266
/110 1.2/
1190 1.257
/170 1.251
1200 1.246
/2% /.20
1260 1.233
1490 /.2
/320 1,222
1350 1.215
/350 1.209
140 /.20%
1420 1./198
1470 1.193
1500 /l.
/530 !1.184

Ziempo (aeg)

/590
1620
1650
1680
1710
/7%
1770
1800
1860
1920
19%0
040
2/00
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2760
2580
3000
220
2250
330
240
3600
3780

0,2

Lectuna (Abra)

1,176
1.173
4,170
l./66
1163

1.160

157
1.45%
1.148
1442
1.435
/.29
1.123
/l//6
1.109
1.103
1.095
1.088
1.08/
/0074
1.065
1.056
1.035
1.6/
0.993
0,979
0.970
0,960
0.95¢/
0.941
0.923




tienpo (segl

150
180
2/0
20
200

330

7

Lectuna (fiba)

0.960
1.07
1.08/
1.1
1.16%4
1.20/
1.229
1.2

tiempo (seg)

1620
1650
1680
17/0
175%0
1770
1800
1860

Lectura (Abs)

/.467
/.466
1.4%65
1.464

RS

R
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SSURELEI ‘t\%éé oS
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-
iV}
2

S

/.55

tiempo {seg)

150
2/0
240

/1560
/590
1620
1650
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Lecturna (Abs)

1.000
1.1%1
1.095
1.245
1.256
1.316
1.347
1.381
1.%08
1.431
1.455

3328585
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0.3 759 7 5.9

tiempo (seg)  Lectuna (Abs) tiempo (seg)  Lectuna (Abs) Liempo (seg)  Lecturn (Abs)
1680 /.69/ 150 0.992 1680 1.723
1710 1.69/ /180 1.070 1710 1.72%
1740 1.69/ 2/0 1./32 170 1.725
1770 1.69/ 240 1.185 1770 1.777
1800 1.691 270 1.231 1800 1.728
1830 1.69/ 00 1.276 1830 1.728
1860 1.69/ 330 1.317 1860 1.728
1920 1.689 60 1.3%9 1890 1.729
1980 1.688 290 1.377 1920 /.730
2000 1.685 420 /.%03 1950 1.731
2000 1.684% 450 /.42 1980 1.732
2160 /.682 480 1.450 2010 1.732
220 1.680 5/0 1.%70 040 1.732
2280 1.678 540 1.489 2070 1732
230 1.675 570 1,505 2/00 1.732
200 1.672 600 1.52 2130 1.732
2460 1.669 630 1.5% 2160 1.732
2520 1 .666 660 /.59 2/90 1.73>
2580 /.663 690 1.563 2220 1.73?
240 /.660 720 1,576 2250 1.732
2760 1654 750 1.557 2280 /.772
2880 1.647 780 1.5%4 23/0 1.732
200 1.6%0 8/0 1.605 2340 /.732
30 1,633 8%0 1.6/3 2370 1.73?
P40 1.625 870 /.62 2400 1.732
370 1.6/6 900 1.63/ 2430 1.731
3480 /.608 90 1.637 2/60 1.730
X0 1.599 960 1.643 2490 1.729
780" 1.585 990 1.650 2520 1.7%9
3990 1.572 1020 1.656 2580 1,79
440 1.558 1050 1.662 2640 1.728
4320 1.68% /080 1.669 2700 /.72
4500 1.525 1710 1.672 2760 172
1140 1.67% 2820 1.722
1170 1.680 2880 1.770
1200 1,635 3000 1,716
{1230 /.690 3.0 1712
1360 1.693 ©3%0 1.702
/1290 1.695 3480 1.696
1320 1,699 3600 1.694
1350 1.703 3780 1.687
1380 1.705 2960 1.676
140 1.706 410 1,665
1450 1.708 320 1.657
1470 1.711 4500 1.648
1500 1.714
153 1.716
1560 1.718
/590 1.7°0
1620 1.72




Discusiones:
............

Con los datos anterijores sc obtuvieron las ecuaciones o curvas
de regresién (Table 6) para fa cinética del compicjo a las tempe

raturas experimentadas.

Hosoncidn det Complego Nersfoting 3,5 Diicinobensoato | Conficlente de Comlacidy
s0.95 C | 0407 &11-3370 (1072) 967.845 (10%) -
.0 € | 06536 523708 (1072 995.083 (107%) -

s.2r ¢ | 10356 SBI6B TS _ 4 ooy 79122 (10700 | 999.961 11070 | 997,28 0107)
woxr ¢ | Jaasp IO U5 _ ) soy - 5938 (16700 | 986,743 1107) | 984,248 110°7)
Jiaor ¢ | usmzp I8N I8 _ 5 guay 30252 (1074)

; 994.743 (1070} | 999.5% 1107%)
005 (105 - ,
10.30° C | 1.8294 330 07 _ oo 22576 11078 | gs9.017 11073) | 999.004 1107)]

5 : 3 - !
5.90° ¢ | 1.8354 £2FTT 11078} _ 4 g7 1 9862 (107°8) 990,804 (10) | 995.8u2 (1073)!

cal

Tabla 6. Curvas dc Regresién Exponencial para la Cin§tica
de Absorbancia del Complejo Nerifolina-3,5 Dinitro

benzoato a 536 nm.

En csta se pucde observar una correlacién adecuada a la ecuacién
para cxplicar los datos obscrvados, sicndo esto mejor cpreciado en
las siguicntes gr4ficas cn las que sc represcenta a la cinétice obser
vada (absorbancia registrada) y @ la cinétice calculeda (absorbancio

calculada a partir de la ccuacién respectiva) a cada temperatura |

ensayada.
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Absorbancia

20

Temperatuna 50.95° C
( -} Cinética observada
( - ) Cinética calcwlada

25

Temperatura 0.4 C

( -} Cinética observada
( - ) Cinética caleulada

-~

15 Jdo 28 3

55 60 65 o g5 mwlos




Temperatuna 3/.2° C

1.5 Absonbancia ( -] Cindtica observada
¢ - ) Cindtica cateulala
1
0.5
minutos
1 5 o0 3 “0 45 50 55 60 6 o 75
o - Temperatura 30.2° C
3| Absorbancia ( - ) Cindtica cbsenvoda
( . ) Cinética catcutada
i
0-5-
misurtos

15 20 35 3o 35 40 45 so 55 60 6 20 75
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1.8 Absorbancia




\n,

Temperatura 5.9° C
’ (- ) Cinética observada
{ - ) Cinética calculada

538 5 3 35 J0 3 50 95 & & o 75 |

La determinacién del intervalo de tiempo de lectura (Teblc 7)
para este complejo en el que a las tempecraturas cxper imentadas
siempre existe una fasc de destruccién, se cncontr§ que une ecuacién
lincal para csta fase (A - at) dc una mejor corrclacién pera las
variables (Tabla 8), por lo que para determinar analfiticamente cl
ticmpo de absorbancia mé&xima o partir de la ccuccién:

Mbe = A - ot - B Pt ....(12)

Se ticene que:




!. R

AKALI TICANENTE
Tenpexatua  Intenvalo de Tienpo de tectuna (aig) — Pancicnto de Enon Relativéan Lo Lectuna w
2.2 C | X o 250) ' 0.10 \
20.20° C (620 a 720} 0./0 ‘
440" C (/080 a 1350} 0./0 ‘
/0.3 ¢ {1410 a 1803 0./0
5.9° C V770 o 2229) 0.10

GRAFICAVENTE

Jemperatua Intenvalo d Tienpo de Lectuna (seg) Ponciento de Ennon Reletivo en Lo Lectuna

: 3l.20° € (20 « 274 0.10

' @200 C 720 a 90d] 0.10

L 1h40* C [1116a 1473 0./0

, 10.30° C 5002 19200 0.10

| 59 ¢ [1920 a 2460) 0.0

-~

Iab!a 7. Intervalo de Tiempo de Lectura de Absorbancia
para el Complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato

a 536 nm.

e e

Absonbancia det Conlejo Nenifolinia-3,5 Dinitrobengoato en funcidn del tienpo (seq) |
Modelo Lineal Cornelacion

o2 ¢ | 1323 - 1 gmricSre g5 | 1428 S1ETONT 2 gss.u3010°3)
 naor ¢ | 1.5506 - 68970500050 sgesguiody | 15930 X 10921 ooy, 01073
o ¢ | raiz - sr.somniadie w0800 | 1,829 384010 %) 989.017(1073)

5000 ¢ | 18302 - worsn050e qr.ss0007) | 1.835% 220 1092)  gos 8101103)

Tabla 8. Ecuaciones y Coeficicntes pare la Regresién
y Correlacién Lincal y Exponencial para le

Destruccién de! Complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato.




r'4
d(Abs)/dt — 0~ 3 b o "™ Lo oo (18)

t ‘= In (b 8 2)/b ..... (15)

Y dado un error relativo de 0.1% on el cambio de absorbencia,

esto da luqgor:

bt .
Abs -0.002=A-at, . -B8Be '" eee oo (16)
max inf ;
. -bt
Abs + 0.002 = A - at -Be SYW .. .(17)
méx sup

Y por lo tanto ¢! intervalo de tiempo de lecctura debe de scr

resuclto mediante métodos iterativos, ya que tinF y tsup no pueden

ser resueltos en las ccuaciones (16) y (17) respectivamente.

Con ayuda de le Tcbla 8 sc construyé {a siguiente tablo:

it = s a e e -

Temperatuna de Incubacion (°C)  Eficiencia Relativa del Intervalo de Tiemxo de Lectuxal%,
¥

. Analitica Gridlica
3/.20 7, 0.67

! 2.2 2,67 4.00
/440 6.00 8.00
10,30 8.67 9.33

| 5.90 10.00 12,00

En la que se observa que el méximo de! porciento de cficiencia
rclativa decl intervalo de ticempo de lecture se localize en 5.0° C,
pero debido 2 la condensacién deo la humedad ctmosférice en ol exterior
de las celdas de lectura, diche tempercturc se elimino como temperatu
re de incubacién del complejo (Ti) cligiendo ¢ las temperaturas cep
canas a los 10 ° C y 15° C, debido a los valores encontradoc dcl

criterio de cleccién.




. EXPERIMENTO VI

Nombre: Cinética Bitérmice decl Conplejo de Mcisenheimer

istema Nerifolina-Picrato

-En 2 tubos de cnsayc cubicrtos de la luz, sc zgrgé lo.que indice

la siguiente tabla:

Tubo A 3
3 ml Solucién Esténdar "C* de Nerufolina
- 2 ml Etanol
2 ml 3 ml Reactivo Alcalino de Picrato

-Se agité mecanicimente, se dejd reposar en un bafio de 10°
durante 40 minutos, sc registrd la cbsorbancia a 492 nanémetros_del
contenido del tubo A utilizando como solucién de referencia al conte
nido del tubo B cada 30 scgundos hasta completar 5 minutos, 2} minutos
después de haber retirado del bafio al contenido de los tubos, siendo
la temperatura dentro del espectrofotémetro lo més cercano a 20° C.

~Sc repitié el experimento variando Gnicamente cl! ticmpo de

estancia en el bafio de incubccién en 43, 45, y 47 minutos.

Resultodeos;

Temperatura del Bafio de Incubacién 10° C
Tiempo de Estancia en cl Bafio 40 minutos
Temperatura Promedio dentro del Espcctrofotédmetro 20.15° C #

_ticmpo (seg) lectura (absorbancia)
10 1,678
69 1.678
oo 1,472
120 1.640

# € promedio de la temperature inicicl y fincl de |o experiencia.




tiempo {scg) lectura (absorbarcic)
150 1,657
180 1.7642
210 1.7.57
240 1.F88
270 1.782
300 1.450

Temperature del Bafio de Incubacién 10° C
Ticmpo de Esteancia cn el Bafic A2 minutos
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotémetro 20.2° C

ticmpo (scg) lectura (absorbancia)

30 1.6r0
0 1,444
o0 1.A62
120 1.£640
150 1.£59
180 1.£55
210 1.552
240 1.6490
270 1.645
300 1.542

Temperatura del Bafio de Incubacién 10° C
Ticmpo de Estancia en cl Baiio 45 minutos
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotémetro 10,85¢ C

ticmpo (seg) lectura (absorbancia)

20 1.623

£0 1.410

90 1.417

120 1.614

150 1.612

180 1.€11
210 1.608

240 1.407

270 1.604

300 1.£02




et = At e B s o

Temperatura del 3afio de lncubacidn 10° C

Tiempo de Estancia en ¢! B3afio
Temperatura Promedio dentro de! Espectrofotémetro

Discusionecs:

Tempenaturna dentro det
especinofatimetno (°C)

Coefliciente de Regnesidn
Lireal (Abs / seg)
Coeliciente de Coonnelacidn

Porciento de Exrox Relotivo
en Lo Lectura de absorcidsn
pon miruto

La que indica que el

47 minutos

ticempo (secg)

30 1.483
£0 1.780
90 1.67%
120 1.¢72
150 1.470
180 1,447
210 1.€¢£5
240 1.6R3
270 1,659
320 1.456

12.9° C

lecture (cbsorbancia)

datos cncontrados sc construyé la siguiente tabla:

Tiempo de Fstancia en el Bafio
%) 43 &

2. /15 .20 19.85

073 007 9.8 11075y 7393 (1075)

9508 ¢1073)  997.00 (1g73) 99404 1073

0.322 0.220

0.2%

47

19.90
“9.7% (107°)

0.292

valor del 7 de error relativo eon la lectura

de cbsorbancia por minuto ¢s minimo cuando ¢! tiempo de deserrollo del
complejo cs de 45 minutos (td).

Este error relativo se define como la razén del valor ¢bsoluto
del cambio en la veriable dec respucste y un valor constante rclaciona

do con diche variable, pcra este caso le variable de respucsts es |-




absaorbancia del complejo 3 el valor constante relccionado con e

variable de respuesta puede ser fa longitud de la cscala del aperato

de medicibén, que en este caso cs 2 por lo que:
o ER =(1AAbs 1/2)(100)

Cuendo sec determine lo absorbancia cn una solucién colorida
puede existir un cambio de esta cn el tiempo (Abs/ticmpo), por lo
que al multiplicar por la unidad de tiempo dicho cambio, se elimina
el concepto de velocidad. Si sc determina el cambio de absorbancia
en un tiempo dado para la solucién colorida y al multiplicar por una
unidad de tiempo acordada seré posible determinar ef porciento de
error rclativo en la lecturc de sbsorbancic existente en la unidad
de tiempo acordada.
Ya coracterizades con funciédn del desarrollo cxperimental anterior

a %\, td, y Ti cs posible deserrollar una téenica colorimétrica.

istema Nerifolina-Dinitrobenzoato

:n 2 tubos de cnscye sc agregd fo que indica la siguicente tabla:

Tubo A B
0.9 mi - Disolucién Estindar “C” de Nerifolina
- 0.9 ml Etenol
0.6 ml 0.C ml lidréxido de Sodio 2! 0.87
1.5 ml 1.5 ml Acido 2,5 Dinitrobenzoico ¢t 29

‘

-8¢ agité mecanicamente, sc dejo reposar cn un baiido de- incubacién
de 15° € por 11 minutos, se registré la lecctura de absorcién del
complejo (contenido del Tubo A) utilizando como solucién de referencia

al contenido del tubo B a 53% nonémetros, cada 20 sequndos hasta



los 5 minutos, 2 minutos después de haber retirado del befio el con
tenido de los tubos. Siendo lzc temperatura del esoectrofotémetro lo
mis cercano a 20° C.

~Se repitié el experimento variando el tiempo dec estancia en
el bafio de incubacién en 13, 15, y 17 minutos.

-Se repitid el experimento cambiando la temperatura del bafio
de incubacién o 10° C adcmés del tiempo dc estancia en cl bafio (10,
12, 14, y 16 minutos).

Resultados:

Temperatura del Bafio de Incubacién 15° C
Tiempo de Estancia en el Bafio 11 minutos
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotémetro 20.1° C

tiempo (scg) lectura (absorbancia)
30 1.465
60 1.459
90 1.452
120 1.441
150 1.43%
180 1.432
210 1.425
240 1.417
270 1.407
300 1,400

Tempecratura del Bafio de Incubacién 15° C
Tiempo de Estancia cn ¢l Bafio 13 minutos
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotémetro 19.95° C

tiempo (scg) lecture (absorbancia)

30 1.455
60 1.444
90 1.425
120 1.427
150 1.418
180 1.410
210 1.402
240 1.203
270 1.285
300 1.378



Temperatura del Cafio de Incubzcién 15° C
Tiempo de Estoncic con ol 3efio 15 minutos
Temperctura Promedio dentro del Espcctrofotémetro 10,859 C

tienpo (scg) lecture (absorbanein

30 1.450
60 1.448
o0 1,438
120 1.428
150 1.418
180 1.409
210 1.300
240 1.390
270 1.381
200 1.372

Temperctura del Bafio de lncubacién 15° C
Ticmpo de Estancic en ¢l Bafio 17 minutos
Temperature Promedio dentro del Espectrofotémetro 20.0° €

ticmpo (scg) lecture (cbsorbenciz)

30 1,429
60 1.413
20 1.397
120 1,386
150 1.372
180 1.357
210 1.345
240 1.232
270 1,318
300 1,307

Temperatura del Bafio de lncubacién

10° €

Ticmpo de Estancia en el Bafio 10 minutos
Temperatura Promedio dentro del Espectrofotdmetro 20.5° C

ticmpo (seg) lectura (absorbanciz)
30 1-*5-92
60 1.489
o0 1.485
12¢ 1.481
150 1.478
180 1.472
210 1.467
240 1.467
270 1,484
300 1,440



Temperctura del Bafio de Incubaz

ién 10° C

Ticmpo dc Estancia en cl Baifio 12 minutos

Temperatura Promedio dentro del
ticmpo (scg)

30
60
o0
120
150
180
210
- 240
270
300

Cspectrofotémetro 20.5° C

lectura (absorbancia)

1.517
1.510
1.499
1.49

1.485
1.478
1.46°
1.462
1.455
1.447

Temperatura del Bafio de Incubacién 10° C

Tiempo de Estancia cn el Bafio
Temperatura Promedio dentro del

ticmpo (sec)

30

60

20
120
150
180
210
240
270
300

14 minutos
Espectrofotémetro 19.95° C

lectura (cbsorbancia)

1.517
1.507
1.501
1.492
1.480
1.471
1.464
1.455
1.444
1.438

Tempcratura del Bafio de tncubacién 10° C

Tiempo de Estancia en cl Bafio

1% minutos

Temperatura Promedio dentro del Espectrofotémetro

tiempo (scg)

30

60

20
120
159
180
210
240
270
100

lectura (absorbancia)

1.559
1.547
1.538
1,E50¢

. Jer o

1.51%
1.204

1.482

1.473
1.462




Discusioncs:

Con cstos datos sc construyé la siguiente tablaz:

e st -

Tiempo de Estancia en

el Baio (min)

Temperatuna dentro del
espectrofatimeiro (* C)
Coelicéente de Regresidn
Lineat (Ats / seg) (1070)
Coeﬁiu]en«tz de
Coonnelacidn (107%)
Ponciento de Errox Relativo

en La Lectuna de Absoncion
pox minuto.

Tiempo de Estancia en

el Baiio (min)

Temperatuna dentro del
especirofatdmetro (* C)
Coeficiente de Reonesidn
Lineat (Abs / seg) (107 )

Coeficeinte de
Connelacidn (107°)

Ponciento de Ennon Relativo
en La Lectuna de Absoncidn
pox minuio

1 13 /5 17
2./0 19.95 19.85 2.90
-23.7576 -28.2626 -32.0808 ~44.9899

996.728 999.22%6 999.611 999.295

0.713 0.848 0.962 1.350

Tenpenatura de incubacidn del Conplejo  10° C

10 /2 14 16
2.50 2.50 19.95 2.00
-16.0606 -25.8384 -29.79%0 -35.8182
992.342 799.254 998.78/ 999.735

0.482 0.775 0.89% 1.07%

e e i -



Csta teble indice que o tos wvzlorere - (Ti) cuperimentades

a une temperaturce cercana @ los ON° T dentro del asprctrofoténm~iro
el valor mfnimo de crror relativo on la lecturs de cbsorbonrzic por
minuto ocurrc cuando cl ticmpo de decarrollo del complejo (t
de 10 minutos a una temperatura deo incubezién (Ti) de 10° C.
lo tento ya corccterizaedes las variables ()\, td' ¥ T;) sc. pucde
plantecar el deserrollo de unc téenicc zolorim&hric~.
APERIMENTO VI

Nombrec: Cbedicncic 2 lo Ley de Lambert-Bcer por ¢l Complejo

de YNeiscenheimer en funcider del Cstudio Cinético

icstoma Nerifolina-Picrcto

-Sc. marcaron 20 tubos de cnsaye protegidos de 1z luz (3 con A,
P, 3 conC, 2 conD, 3 con E 5 con F) v se aoregé lo gue
I ’ 4 > creg

indice la siguicnte tebla:

Tubo A 8 C D r F
Inml 2ml 3 ml 4wl 5 ml - Solucién Tsté&ndar “C” de
herifolinn
4 ml 3 mlt 2wt 1 ml £ mt Etanol

~Se agregd a los tubos mercrdos con “A” 3y a un tubo marcodo con
"F" 5 ml del Eractivo Alcalino de Picrato, sec agité mec&nicomente y
sc dcjé reposar durante 45 minutos en un bafio de 1C° C.

~Se determino ta fcctura de cbsorbancia dc! contenido de los
tubos "A” a 492 nanémctros utilizande como solucién de referencic

contenido del tubo “F”,

f.

-Se¢ efectuéd el mismo precedimicento para ¢l contenido de los

tubos 3, T, D, y E.



Concentrccibdn de Nerifolina (mg?

1.2 2.4 3.6 4.8 6.0

0.344 0.473 1.022 1.358 1.681

(abéiﬁﬁ‘iﬁi;a) 0.365 0.474 1.022 1.3¢¢ 1.432
' 0.338 0.23% 1.021 1.345 1.¢70

Discusiones:

Al dcterminar cn basc a los dctos anteriores la Obedicncia a
la Loy de Lambert-Ccer por estc complcjo, cn |$ misma solucidn
Esté&ndar “C” de Merifolin: empleada con ¢l Experimento IV cn funcién
de las veriablcs coracterizades anteriormente ( )\, td, Ti) (Table 9),
se encontrd diferencias en las cstadisticas de regresibdn y en el

coeficiente de corrclacién respecto de los datos ¢ 492 nanémetros del

Experimento V.

1
i

Coeficiente de Coonnelacin 999.795 (107)
Coeficiente de Regnesidn (Abs / mg)  278.806 (107
Ordenada ol Onigen (Abs) 13.37 (1073}
Eman Tipico de Estimacidn (Abs)  10.300 (1073)

xablc 0. Estadfisticas de Negresién y Corrclaciédn a |§
Obediencia de la Ley de Lambert-Beer del Complelo
Nerifolina~Dicrato ¢ 492 nm en funcién de ¢

Estudio Cinético.

La diferencia observade cn ¢l crror tipico de estimcciédn
mucstral (Syv 400 Y S’v A00 ) no fue estedfaticemente significaetive
(p <;(3.001) (Tceblao 19) perec indicar que lc técnica desarrollada
ticnc mcjor precisidn, aungue csta Gltime da intervalos de predicciédn

inversa (ejemplo Abs = 1) més pequefios y por cndc més precisos




Concentracién de Nerifolina (mg?)

2 6 8 1Q 12
' 0.252 0.771 1.011 1.278 1.539
(~bsc',ff§§§2?a) 0.251 0.763 1.029 1.272 1.535
< 0.257 0.77°% 1.023 1.280 1.536

Discusiones:
Con estos datos se determiné le obediencia o la Ley de Lambert-
Beer por ¢l complcjo en la misma Disolucién Lsté&ndar “F” de Nerifo
lina empleada en ¢l Experimento 1V cen basc a las vericbles caracte
rizadas cn el desarrollo cxperimental (X, td' Ti) (Tabla 14), encon

trandose difcrencias en las cstadfsticas dc regresibdn y coeficiente

dc correlacién respecto de los datos a 526 nanémetros del Experimento

1v.
Coeficiente de Comnelacisn 999.922 11073)
Coeficienie de Regneaidn (Abs / nf)  128.065 (1073)
Ondenada at Onigen (Abs) -1.563 (1073)
' Evon Tlpico de Estimacidn (Abs) 6,105 (107)

Jabla 14. Estadfsticas de Regresién y Correclacidn a'la
Obediencia de la Ley de Lambert-Bcer del Complejo
Nerifolina-2,5 Dinitrobenzoato a 526 nm en funciédn

de su fstudio Cinético.

La diferencia observada en cl error tipico de estimacién
muestral (Syx 536 Y syx 534 ) no es estadfsticomente significente
(PE;0.0I) (Tabla 15) para indicar mcjor precisién cn la técnica no

desarrollada, aceptindose la igualdad de precisiones en ambés técnicas,




Vaton Grodos de tibent~d F tentd F/& 13; 0.9
Seugp 16780107 /8 /.582 3.72
S92, 1081 (167 13
;l'cbla 10. Vator calculedo del Estadfgrafo "F” para
2 2
Hot = 2
T yx a92 Vyx gon 5OF
d
2 9
H:0°~ D>
2t Oyx 49220 102,
como pucde scr demostraodo con la sicuiente tabla:
 Efmox Tipico de Estimacidn  Estimacidn del Intervats (confionza det 99%)
Téenlea Retativo (%) para La prediccidn inversa (Abs=1) (g%}
K02 0.648 3.8/6 £ 0.150% )
"2, 0.5/5 2.5%9 % 0./1494

- - LT e e ————— 3% TS TS 00 " ¢ S o png s et g~

Las diferencias observadas con la recta de regresién encontra
da (Gr&fico 13) presentan significdncia estadistice (P0.01) (Tabla
11), lo que es debido @ cl coeficiente de regresién y ordenada la
orfgen (Tabla 12 y Tabla 13), es decir los datos de estec experimento
y del Experimento 1V no se gjustan a unc misme ecuecién de regresién.
Esto también puede scr demostrado ol deor un intervelo de conficn
za (09%) para el coeficiente de extincién porcentual (Eidcm) o una
estimacién puntual de la sensibilidad de ambas técnices tm/Syx), y
un intervalo dec confianza (997) pare la ordenada ! orfgen de leos

ecuacionces de regresién.

1 ) : . Intervalo de Confli (99%) !
Teeni Intenvato de Confianga (99%) Senaibitidod onfianga para

I

pa)zaE/m' /% La ondenads al onigen (b) (Abs):
249.379 a 259.205 19.632 T 0.0/8 a 0.04/

g2 , 274,085 a 283.527 27.068 0.003 a 0.02% .




————

Absorbo

'Gréfica
P e at ——
‘7. R KZ ny
w2 57.67.6 14.627¢

w2, 3 23.2 12,0444

Dentro 10018 26.69/6
Entxe 0.0 -0.020
Totat 1008 26.6676
| Diferencia

Tabla 11.
)

acla

Concentracién (wgX)
de NeriZoling

13. Recta de Ncgresién por minimos cuadr'adosl
a la obediencia de la Ley de Lombert-38eer
por ¢l Complejo Nerifolinz-Picrato a 492

nm en funcién de su Estudio Cinético.

grados de Cuadrodo

22 Residuat . fibtrtad Medio F_,

F o, 31,099
3.72768  3.0/9/011073)
335042 1.374370107)
R FTI03) 3 172t
7.087i0
0.0025
7.01735  6.218240107°) 33

577889010720 2 288045010771  203.88

-

5.7

Ané&lisis dec Covarianza para: '
Ho: b492 *+ m492(N) = b492d S| m492d(ﬂ) contra
lla: b492 LT (N) # b492d +m o2 N

—



| 2 2 _ gudos de .
Téenica $X° Txy  Zy Residuat Libextad Cuocrado Medio £,  F 3.0.99

92 57.6 14.6272 3.72768 3.019100107]
92, 4.2 [2.0M%  3.35942 1.374370107%) :
LRRITS) U 1725010

Dentxo 100.8 26.6916 7.087/0 /.92.972110’2; 3
Entre 0.0 0,020 0.03025

- Todot 1008 26.6676 7.11735

Difenenciz LASFUIOT) 1 1 A8 104.67 7.54
Tabla 12, An&lisis de Covaricnzc para:
Hy: LTI m4,}2d contra Ua: M40n # m492d

ica 732 2 Reaiduat MMA&CWM F: Fi
Técnica £ X 2 xy 2y cal, !, 32; 0.99.

92 57.6 14.6272 3.72768 3.01910(107)
W2, 4.2 1204 3.3592 1.374370107)

Penino 1008 2.6916 7.08710 1.9229(1072) 32 6.008711107%)

fntre 0.0 0020 0.03025 3.0253(107%) 0

Tatal 1008 2.6676 71735 3055310107

Diferencia 1.27014%107%) 1

Difexencia +Entre 4.255501072) | w.295us010°) 7149 7.5/

Tabla 13, Anélisis de Covarienza para:
Ny b492 = b492d contra

at baga ? baoa,




Tubo

Y cn bose @ lo enteriors se inficre que en Lo t8-nize desarrolldes
existe un incremente cntre ol 5.74% v 12.007 ¢n ¢l cocficiente de ex
tincién porcentual y de un 37.587 para o censibilidad, encontrondesc
un decremento en lc ordenada al orfgen v por lo tonto lo aditividad
cn lz absorbancia debido al Reactivo Alcaline de Picreto sc vea dis
minufda. Respecto o la diferencia observade ¢n ol cocficiente de
correlzcibn se pucde indicar que le técnice desarrollada posec une
mejor asociacién muestrcal (cstadfsticemente no significativa) de las

variables en cuestién.

Sistema Merifolina-Dinitrobenzoato

Desarrollo:

~Se prepararon diluciones a partir de la Disolucién Esténdar
"F” de-Nerifolina, las cuclea contengzn respectivamente 10 mg? (1),
30 mg? (2), 40 mg? (2), 50 mg? (4), y 60 mg? (5).

-Se marcaron 20 tubos de censaye (3 con A, 3 con B, 3 con C, 3

con D, 3 con E, § con F) y sc agregé lo que indica la siguiente tabla:

A 3 c D E F

2ml 2ml 2 ml 2 ml 2 ml - Dilucién de la Disolucién
(1) (2) (3) (4) (5) Estdndar "F” de Nerifolina
1m! 1ml 1mt 1ml 1 m! 1 ml Etano!

-Se agregb a los tubos marcados con A y a un tubo marcado con

F, 5 ml de Hidréxido de Sodio al 0.87 y 2 ml dc Acido 3,5 Dinitroben

naof
'S

zoivo al 27, se agité mccénicamente, y se dejo reposar por 10 minutos’

a une temperatura de 10° C.

-Sc¢ determing la absorbancia del contenido de los tubos A & 526
nanémetros utilizando como solucién de refercncia al contenido del
tubo .

~Se cfectud ¢l mismo proceso para cl contenido de los tubos B,
c, D, ¥y E.




[FUSSSSUEPIU S U N AT

Fécnica
5%
5%,

Vm GJuxfoA dclibeldai Fca‘. F/}y /3;‘0099

, 5
Lo 250 (107) /3
5
Spe 536 ) 13 1,064 3.9 ;

Tabla 15. Valor cclculado del Estadigrafo “F” para

o
Hot yx 536d = {yx 53% contra

2 ) 2
Hy: Ofyx 536d:>éryx 536

aunque la tabla siguiente indica un intervalo mds pequefio y por to
tanto més preciso cn prediccién inversa (cjemplo Abs=1) parec la

técnica desarrotlada.

E 7' -“aE!- [I

elativo (%) La prediceion invensa (Aba ={) (ng) .
0.2%6 8.259  0,/4998

0,305 7.821 £ 0./4831

Esto contradice ta hipétesis alternativa plenteccda anteriormente
debido a fa naturaleza de la prediccién inversa la que es de suma
importancia en el uso de las curves de calibracién en los cuantifi
cactones colorinétpricas.

La diferencic observada con la recga de regresién cencontreda
(Gr&fice 14) es estadfsticemente significante {Tabla 16) lo que
cs debido a ambos paré&metros de la ccuacién de regresién (Tablz 17,
Tabla 18) (f’Sg0.01), lo que es visualizado al calcular un intervalo
de confianza (99%) para ¢! cocficicnte de extincién porcentual y la
ordenade zl orfgen porc ambas téenicas, o al dar une cstimeciér pun

tual para la sensibilidad.

E;i&mcbizdclj;ioumko/cmg&nnpzdat??%)pwé;




£ osmara ot

Abaorbancla-

_N

i

Concentrac(dn (wgX)
1
POl L R e T L 7 12 de wertsolina

¢r&fica 14. Recta de Regresibén por minimos cucdrcdos'a
la obediencia de la Ley de Lambert-Beer por
el Complejo Nerifalina-3,5 Dinitrobenzoato

a 526 nm en funcién de su Estudio Cinético.

[ P e —

‘_7.5 ; Intenvalo’ de Confionga (99%) Sersibitidad mervalo de Confianza (97%) para La arde

para E/ o /% nada al onigen (b) (Abs)
5% 121.%2% a 124.078 20.7%7 -.0,020 a ~ 0,008
5}5:1 126.685 a 129.445 20,977 - 0.008 a 0,005

En base a esta tabla se puede inferir que lc técnica descrrolla
da el coeficiente de extincién se incrementn de un 2.087 o un 6.16%,
as| como tambien la sensibilidad en un 1.117, existionde un cumentc
en la ordenada al orfgen & un nivel sumamente sceptable (el cero
de la ecscala de absorbancia cs localizado en el intervalo calculada).
La diferencia observadc con el coeficiente de correlacidn ocurre
hasta la sexte cifra significative lo que indica ¢! misme grade de

asociacién en las variables para ambas técnicas.




2 grados de

Ténice Ex° £y £ Residuat Libentad Cucdnodo Nedio F, Fy o oo
5% /7.6 2802 2.67691  4.28070107%)
5%, 176 c2.pw 290322 4sA72AI07)
‘ 8.76979(107) % 3.37300016°0)
Dentno  355.2 W58 5.590/4
Enire 0.0 0.,0000 0.02080
Total — 355.2 .58  5.61084  2.41785(107°) 2
Difenencia 2.3016(107) 2 1165081071 35,40 5.5
Tabla 16. Ané&lisis de Covaricnzc peora: ,
Ho: b536 + mszf(:!} = b535‘-d + meag {(N) contra
ot beae  me, (M) # b536d + "’536(,('\!)
) grados de
| Téenica 2 Exy  EF Residual libentad Cuadrodo Wedio  F y  Fiy x5 00
5% 1776 21.80%  2.6769  4.2807107%)
Sk, 1716 2270k 291322 4.520720107)
| 8.769790107) % 3.J7300107)
Dentro 35,2 568 S50/ 1IN0V
Ertre 0.0 20.0000 0.02080
Total 355.2. W58  5.6/09%
Difenencia 24982001070 2.48210107%) 7406 7.72
Teble 17, Andlisis de Coverianzu pera:
Hot Mepg = meqe  contra Mmoo F o mg

d ——- ot




Téenicc £X°  Sxy
5% 1776 20.80%
5%, 7.6 22.744%
Dentro 355.2 45468
itre 0.0 0.0000
Total 355.2 %4,5%68
Diferencia
Diferencia+Entre gruupos

v et

Eiyz
2.6769/
2.91322

5.59014
0.0208
5.6109%

guxdecs de

Residual
4. 24807(10~%)
4.82720157%)

3.37519(1073}
2.08033(107%)
2.41785(102)
0.00000"

2.08033(107°)

Libentod Cuadnodo Medio F.cat F

1,27;0.99

7 1.25007(10°%)

0

/ 2.0803310°°) 16642 768

Tabla 18. Anélisis de Covaricnza para

Ho:

beag = beag

536

d

contra 1l
a

b #b
536 536,

Compareccidén de Sistcmas Ncaccionantes.~ Al analizar los resultados

dc ambes técnicas desarrol ladas (492d y 536d) por cnélisis dec covarianza

(Tablal?) sc observa que ¢l valor obtenido del cstadfgrafo de contraste

(FC l) cs demasiado clevado, lo que indice que las variables no se cjusten
a

a una misma ccuacibn de rcgresibn lincal; !'o que pue

causas.

de ser debido & 2

~Las ecuacioncs de regresién lincal no posecuen igucl coefiziente de

regresién,

-Las ccuacioncs rcgrest ineca ticnen i
Las n de gr é6n tincal no ticnen i

orfgen.

de regresién (Tabla 20

gual ordenadz en cl

Al efcctuor lao prucba de hipbtesis de igualdad en los coeficientes

directamente el coceficiente de extincidn porcentual

sc observé que ¢l coeficiente de rogresién y

son significativamente

diferentes (P =0,00), lo que pucde ser aprccicdo al consulter los inter

valos de confianza anteriormente calculcdos de las t

o al

convertir de unidades de extincién porcentual =2

écnicas desarrollcdes

unidcdes de extincién
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i BTty e e e

7‘ » .
92,
5%,

Dentro

Total

Difenencia

Técnica
%2,
5%,

Totat
Diferancia

gralos de

< 5 xy b Residuat — Libertad Cu-drado Nedio
§3.2  12.06d 3.35942 1 .3743701073)
177.6 274k 2.91392 4.52/72(10°%)

185U % 7.025/5010°3)
20.8 7888 6.27%4

/0.0 1.0  1.5423107°)

3%0.8 33,4258 6.28506 2.00905 28

3.00723 2 1.50%/

Tabla 19. Anélisis de Covarianza para:

Hoi byga + magn (N) = brag +meyg ()

d
Ha: b492d + m492d(ﬂ) # b536d + msssd(ﬂ)

2 M&dﬂ

. ° Zxy Zy Residuat Libertod Cuadnodo fedio

43.2 12,044 1355942 1.347(1070)
1776 2.7k 291322 4.520720107%)

1.82654(1073) % 7.025/5(107°)
220.8 #7888  6.zxu  r9psuct)
1200 -1.%00  1.5083107°)
0.8 334288 6.28806
738’y 7.913%80107'
Tablz 20, Anélisis de Covarianza pare: |
Ho: m492d = m536d contra H_: m492d # m535d

21%03.31

112%65.07




- molar, con lo que se construye la siguiente tabla:

* Téenica Euﬂuuidhaht/nﬁvwa&:de(bnﬁ&m;a/??%)pauzel(bcﬂ&gentzde
] Extincién malal (1 f mol)

Vo2 5 14544.978 a 150% .04/
| 5%, 6722844 a 6869310

Lo que rcafirma lo anteriormente mencionado, esta diferencia estg
dfsticamente significativa puede ser cxplicade en funcién del Andlisis
Cinético dc los detos del Experimento V para cmbos complejos (Tablas
21, 22) (Gr&fices 15, 16, 17, 18).

Tabla 21. Tabla de Arrhenius para la Reaccién de
i
Formacién y de Destrucciédn del Complejo

Nerifol ina=-Picrato.

Destruceion del Ce ; Foxmacidn del C jo .
Lusceldn del Complejo macidn del Conplejo
Coeficiente de Regnesidn Lineal ~9.685 (10°) 4,557 (10°)
Onderals ot Onlyen en La 2,890 9.84/
Coeficiente de Coonnelaciin 91,510 (1073) 887.120 (107%)
{a de Activacidn o
Entalpia de La Reaccion 19.247 9.056
en Keal / mal

!



Gr&fica 15. Grifica de
Arrhenius para la Formacién
del Complejo Nerifolino-

Picrato.

Gréfica 16, Grsfice de
Arrhenius para la Destruccién

de! Complejo Nerifolina-

Piercto.

-in k

3 R AN ¥ 3.3 3.6 3,5 ) 3.6
ct/rcot3)
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8 (t/r)(1073)
-
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&mﬂmaiéndbtf;;&yo Formacion det Comaleio
Nerifoling-3,5 Dinitnobengoata Nernifoline-3,5 Dinitrobengoato

Coeficiente de Regresisn Lineot -7.806 (1%} 2.715 (10°)

Ordenrda af Origen en La 5
R idn Lineat 17.37% 2/.223

Céeﬁéi&vdz.dz(bmuuhcién 996‘8//,70ﬁ3'

{a de Activacidn o
ik Ny A 15.513 15.331
azkballﬂn?t

986.076 (1072}

Tabla 22. Tabla de Arrchnius para la Reaccién de
Formacién y de Destruccién del Complejo

Nerifolina~-3,5 Dinitrobenzoeto.

ol o 33 3.4 5 j‘. 6
1 L 1 1 (1/r)(1073)

-ina Nk -

Gr&fica 17. Grifica de Arrhenius para la formacién de|

Complejo Nerifo!ina-3,5 Dinitrobenzoato.
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Qréfica 18. Gr&fica de Arrhenius para la Destruccién‘

del Complejo Nerifolinc-3,5 Linitrobenzoato.

Al construir la siguiente tabla:

e

Enexgla de Activacidn (KealjmoL,

~

P

S . . Fase de Fase de
73&dna41k17{3 Blodelo Cinético de La Absoncion del Complejo (Abs) . Destruccidn  Foxmacidn
w2, 10 1670 - 12432 e 2XI2 072 19.247 15.331

5 3
5%, 10 183/ e “3.8045 (107°) & _ | oy o ~22576 (1077) £

——— - - -

15513 15.331

X



Se observa que a une tamperatura de incubecién del complcejo (Ti)
semejante para ambos sistemas, las ecuaciones que predicen la varicble
de respuesta prescntan difercncics siendo la més importante la eliminacién
de la fase de destruccién dzl complejo Merifolina-licrato, lo que es
cxplicado por la encrgfa de activacién; cn este Gltimo complejo la encrgfc
de activacién o calor de la reaccién requerida para llevar cl efecto de
destruccién del complejo no es alcanzada por el sistema a la temperatura
de incubacién experimentada, lo quc da lugar a una mayor respucsta de la
absorbancia respecto de la varisble de respucsta (absorbancia) del
sistema Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato ¢l cual sf es destruido a la tem
peratura mencionada ya que este prescnta una fese de destruccién. Se puede
observar también que la energia de activacién para la formacién de! com
plejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato (15.331 Kecal/mol) es inferior dnica
mente cn 0.182 Kcal/mol de la encrgfe de activacién para la destruccién
del complejo por lo que la estabilidad de este complejo respecto al
complejo Nerifolina~Picrato, es inferior ya que la diferencia mencionada
en este Gltimo es de 10.191 Kcal/mol. De lo antes expuesto se puede inferir
que al aumentar la mencionada diferencia debe de aumentar el cocficiente
de extincién, por lo que si cs cfectuado un estudio cinético en funcién
de solventes y la concentracién de reactivos se logrard una optimizacién
del desarrollo de la técnica colorimétrica.

Para dor una explicacién molecular del fcnémeno en base al valor de
los parémetros termodindmicos de la tecorfc de la colisién (P) y teorfa de
le velocidad absoluta (A%, AS*, AG*) (Anexo 4) parz el estado dec tran
sicién o complejo activado en la recaccién de formacién y destruccién para
ambos complcjos (Tablas 23, 24), se determine un intervelo de confianza
(997) para el verdadero valor del cambio de entropfea (AS*) y la fre
cuencia relativa de las colisiones con la cnergfa suficiente () pore

dar lugar al complejo de tlcisenhcimer respectivo:
J




—d o

Formacidn det Complejo Destruccidn del Camplejo
7 °C DSNcal/mol'K) P DNG*Kealt/mot)  /\S* cal/mal’K) P /\G*Kcat/mot)
51,5 37,960 5.058 (10°7)  21.3% 561 3876 110%) 24.310
40.00 2% 2812007 2.8 4988 5465 (107)  23.922
31.60 40637 1,315 (107) 240 1612 6406 (10%) 23700
2.2 39573 2.27 (1077)  20.665 1813 5.7 (10%) 23592
x B8I8 230 2,238 SS.H5 w3 010%)  23.680
9.90 238,500 3.8% (1077)  19.954 - - -
4.85 8.9 4463 (1677)  19.678 - - -
: A\H*=9.05 Keal/mot A #*=19.27 Keat/mat
" —
Tabla 23. Valor del Cambio de Entropfo (AS*), Encrgla
Libre (AF"*), Entalpfa (AN*) y Frecuencic
Retativa (P) en el Sistema Nerifolina-Picrato.
T T - Estinacidn del Intervato (Confianga det 97%) T
| Sistema Cambio de Entrwpla (AS"; (cal / mol °K)  Frecuencia Relativa (P)

* Nerifolina-Picncto

. ﬂdd#bt&upﬂbﬁimﬁcqpx#q“

En este sec observa que el cambio de entropic para la formacién de

[(-37.697 ", ~40.255)
[~/5.679 , 16930

1477 110%) , 5.098 (157 )

-- -

(1.843 (1071, 3.671 1107%))

estado dec transicién cn la reacciédn de formacién del complejo Nerifolina~

Picrato es mcnor que el cambio entépico respectivo en la reaccién’de

formacién del complejo Nerifolina-2,5 dinitrobenzoato,

ser atribuido a una mayor cantidad de cargas localizadas

lo cuc

| puedc

dando lugar

a una solvatacién mé&s ordenada en el estodo de transicién de la reaccién

de formacién del complejo Nerifoline-Dicrato.

La frecuencia relativa de los choque entre las

AF) quec posecen lo energfc necescric para llevar z

2 moléculas (CN™ y

=abo la fornacién del

complcjo cs mayor cn el caso de las molécules del Sisteme Nerifolina-




PUTPROT SN

20.95
0.9
.20
0.0
/ ’I,ED
10.30

5.9

Ewumn&ﬁ:d?l(hmﬂk#a Deatruccion del Complejo

O S*cat/motK) P AGYKeal/not] A S*cal/mol’K) P DG Keal/mat)
- - 353 4as200%)  23.406
- - 275 5.27 005 23.093
46099 2.882 (107%) .2/ 2398 6.296 (108 22.7%
46,432 2,564 (107°%) 0.451 -23.60 6387 (10%) 2.2
16613 2.30 (107*)  D.108 2025 543 10°) 2473
46,460 2.58 (107%)  19.99% 2292  5.8% 10) 2.3
580 3470 (107 19.748 203 559 105 22.219
AH*=15.33] Keal/mol AH*=15.513 Keal/mal

Tabla 24. Valor del Cambio de Entropfa (AS*), Encrg{o
Libre (AF¥), Entalpfa (AN*) y Frecuencia
Relative (P) en el Sistema Nerifolina-3,5

Dinitrobcn:opto.

Dinitrobenzoato, debido a que ¢l impedimento cstérico y ecléctrico del
carbono clectréfilo del 3,5 dinitrobenzoato es menor que el del picrato
dado que se tienc el mismo anién furflico.

Al observar la estructura de fos complicjos de Meiscnheimer repectivos
(Figura 2) es de csperarse que exista una deslocalizacién de la carge ne
gativa mas eficientemente por parte del complejo Nerifolina-Picrato, lo
que da lugar a una mayor cantidad de estructuras rcsonantes por cste com
plejo vy por lo tanto a una cstabilidad quimica mayor, lo que experimental
mente ¢s demostrado al comparar los valores de cambio de entalpia (AF)
(aproximadamente igual ¢ la cnergfa de activacién) para dor lugar al
estado dec transicién parc la destruccién del complcjo, la cual es mayor
en ¢l sistema Nerifolina-Picrato y por ende hay que administrar mis
energfa para destruir al compicjo Nerifolina-Picrato que para destruir

el complejo Nerifolina-3,5 Dinitrobenzoato.



Mordestocalizar més oTicicntemente 1o Care

-

o~rive o) complejo

herifolina-Picrato, la sustitucién intrmmlecular del cempuesto nitro

. . I .
aromctico por ¢! oxfoeno (como hidroxilo en ol corbono catorce del Anitlo

csteroidal) para dar lugar o la isonerifnlina, debe de scer més probeble

en comparacién con el complejo MNerifoling-2,5 Cinitrobenzoato, ol cucl

cs menos ceficiente ¢n deslocalizar fo

da lugar a que

Sistena
Nerifotina-Picnito
Mgdﬁgfmrﬂbﬁiuﬁagmdb

complejo sca menor como ce dermostrado

carga nheyetiva y por lo tonto csto

cl cambio entrépico al cstedo do trensicidn de este Gltimo

Canbio de Entropla (AS*) (cat / mat °R)
Cr4.21% , 1590,

Eatimacidn del [ntervalo (Confionza del 99%)

per lo siguiente tabla:

Frecuencia Relrtive (P)
G.on (167, 7.332 (157°])
.69 (16%) , 6.713 (105]]

Al cfegtuar una comparacién e¢n ¢
¢ 20.2° C parc la rcaccién de fornaci

ambos sitemas se ticnen los siguicnte

[=23.661 , -24.373

{ cambio de cnergfa libre (AF®)
6n y destruccién decl complcjo para

5 osquenes:

1

Libne (Beat/mot) |

*
—t .
* 4
20.7 = Ar¥ 23.6
-2 4
A, ¥

w

isteme Yterifolina-
Nicrcato
Sistema Nerifoline~

initrobenzocto

Enengla Libne (Kcal/mol)

N

[

Sauidbzh:LaRhnxién




Pornde sc observa que parc ambos cosos:

£ rae
A dcstrucciéﬁ:> A formecibn

Por lo que si sc controla cdecucdamente lo tompeoretura se puede
llegor Gniccmente c der lc cnergfa nocesaria ol sisteme parc que de luger
al cambio dec cnergic libre para formar ¢l cemplejo, pero no perc destruir
lo ya que: AF* = Al* - T A S*.

Al cfectuar lo prucba de hipStesis sobre lz igualdad en la ordencda
al orfgen cn las ccuacioncs de regresién (Tabla 25), sc obscrva que cl
velor de Fcal es elevado por lo que se ccepta lc hipétesis clterrativa
y csto es debido a la aditividad en la cbsorbancic que clerce el Recactivo
Alcalino de Picrato, lo quec hace que las ccuaciones de regresién también
difieran en, lao ordenanda cl orfgen. Tor lo tanto las ccuaciones de regrg
sién obtenidas cn las técnicas desarrollcdas no ticnen ni una mismz ordg
nade al orfgen ni un mismo coecficiente de regresién.

g'zm‘:zal de -

— - s —r -— — ————

Téenica 255 2 xy 27 Rediduat  Libentad Cunirado Medio Fops
W92, 3.2 l2.00% 335942 1.374370107)

5%, 7.6 7.7k 291322 4.52/72(10°%)

Dentno 220.8 34,7888  6.27264 z.9zistte”’)  z 2.958%107)

Entre 120.6 -1.300 1548310721  4.93%67(/05) 0

Total 0.8 33,4288  6.2806 3.00905

Diferencia 2.2/583 /

Difenencin *Entre gupos 2.2/584 I 2.20584 75.42

Tabla 25. Anélisis de Covarianze pera:
\

Hy: b49n = b536d contra H_: b4?2d # b536




Al cfectuar la prucba de hipétaesis para la iguaidad de precisioncs
en ambas técnicas desarrolladas (Tebla 25), =sc indica la aceptacién de la
hip6tesis nula, cs decir ¢l crror tfpico de cstimacién (precisién) es

el mismo para ambas técnicas.

Teen Voton gnodos de Libentcd Font F13, 13; 0.99
5 2.847 3.9/0
Spetmz, 1l (157 13
. 2 -5 _
0 53, 3.727 (10 3

Jebla 2€. Velor calculado del Estadfgrafo “F” pora:
9 e}
” -

°"  yx 492d = yx

\

536d contprc

2 2

ot yx 202, 7 yx 536

d

Scbiendo ia importancia dc la sensibilidad y la predicciédn inverse
en la colorimetria y debido ¢ Iz relccién de estzs con el error tfpico
de cstimacién y el cocficiente de extinciédn se construye lec siguiente

tebla:

[ Jéenica Estimcciin det Intenvolo (contianza del 99E) pora La Sensibitidod
prediccidn invensa (Absel) (ngk)

' w2, 2,539 X 0.1149% 27.068

b5, 7.821 % 0.14998 20.977

En la que sc obscrva que la téenica desarrollada en ¢l Sistema
Nerifolina-Picrato da intervalos de prediccidn inverse més precises y cs
més scnsible que iz +écnicc descrroliade en el Sistems Nerifolina-Dinitro
benzocato. Por lo que bojo los condiciones experimentadas, se sugiere gue
lz téenica deserroliade eon el Sistema Merifolina-Picroto sea utilizede
como técnica cucntitative en ol Estudio Comparctivo del Contenidoe de

Glucbésidos Cardioténicos en ¢l género Thewvetio cxistentcs en !éxico.
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1) Sc desarrollaron 2 +écnicas colerimGtricas pors 2 cventificuciédn
de 4fevetbsidos cerdiotédnicos, en haose ol estudio cinético de los Complejos
Nerifolina-Picrcto y Merifolina-2,8 Dinitrob-nzoato en funcién de la
temperatura.

2) Kl e¢studio cinético del complejo en funcién de le temperatuira,
permitié discernir entre 2 modclos cindticos propucstos para la absorban
cia del complejo, en funcién del tiempo.

2) Las diferencias obscervadas en les técnicas colorimétricas
desarrol ladas, dependen de las propiedades termodinémicas y cinéticas del
sistema.

4) La optimizacién total de! desarrollo colorimétrico, esta en
funcién del cstudio cinético del complcjo.

5) Se éugierc que la técnica deserrollada de! Sistema Nerifolina-
Picrato, sea utilizada en la cuantificacién dec los tevetésidos de accidn

cardioténica.




PROPOSICIONES

El estudio anterior indicéd quc el posiblc modeclo cirético de la
absorbancia del complcejo es ¢l namero dos romano, en el cual se observa
la dependcncia de las propiedades cinéticas y termodindmices de esta
absorbancia con la concentracién del compuesto nitroarometico y del
ién etéxido, por lo quc si se efectuan los siguicntes cstudios:

-Cinética de la Absorbancia del Complejo con fa Concnetracién del
Compuesto Nitroaromatico.

-Cinética de la Absorbancia del Complecjo con la Concentracién del
16n Etéxido.

Se podrd llegar a:

1) La validez totel del modelo propucsto

2) La optimizaci6n dcl desarrollo de la téenica colerimétrica.



I
1
<
(@]
(#2]

Ancxo |

Nesolucién de los Modclos Cinéticos Propucstos

Modclo |

En el modelo uno sc proponc el siguicnte esquems recaccionante:

CN™

ETOT 4 N S ar : I

~
n

Donde:
ETO = ién ctéxido

N nerivolina

AF = anién furflice
CN = anién del compuesto nitroaromatico
Cll = complejo de Meiscnhcimer

IN

k.
i

isonerifolineg
constante de velocidad respectiva

En el que para determinar la ccuacién de la concentracién del complejo
de Meisenheimer en funcién del tiempo, es neccesario plantear las siguientes

ccuaciones diferenciales:

d(c) _
= k3(AF)(CN ) - ks(CM) ..... (1)
dt
d(AT) - _
= L (N(ETCT) = (k_ ko (CNT) + K (AF)  Lae (2)

dt




Condicionando l¢ rzaccién

i<
1
ET0” 4 M ___<—‘—-—_____> AF
k
-1
Donde:
d(n) _
= k_, (AF) - & (0(eTCT) L.l (2)
dt .
d(AF) _
= kl(N)(ETO ) - & 1(AF) ..... (4)
dt -

A quc sc establezeca ré&pidamente el equilibrio sc cumple:

d(N) d(AF)

il

..... (%)
dt dt

Y al substituir (2) y (4) en (5):

k_q(aF) - &, (W)(ETOT) = & (M)(ETOT) - k_,(AF) ..... (¢)

Separando rérminos scemcjontex y reducioendo 1o ecuacién:

2k_, (AF) = 2k (N)(ETOT)  ..... (7)
(AF) = (k /k_JN)(ETOT) ... (2)

Al sustituir (8) en (2):

d((k, /% _ I (N)(ETOT)Y

= L IYCRTOT )= et (0T ) (0 MYETeTY. (o
dt ]( 4( T ) ( _1 :( . .,1.4(\'11 ‘_1)(",\~-TC 1"\4}

Ya que la diferencial de un~ constante por varicable, o5 |z constante

por lo diferncial de la varichle:




d()
(eyte P (ETC Y=gy = Ly (METOT) = (e M (0Nt 2 (/1 ) (D (ETET) L. (10)

~ v Py

Simplificando la ccuacidn cnterior:

d() -
o = -(kg(CN ) v kM) L (1)

Separando virichles ¢ integrendo la ccuacidn diferencial resultant~:

d()/

(g(n)/n

In (M)

]

-(kz(CN_) 4 k4)dh weena(12)

]

~(,(CeNT) + k4)th e . (13)

il

-(ks(cn') + k4)t + K- (1)

Zvaluando 2 K en condiciones a la fronters donde a =0, (N)=(N,)

se ticne:
In (o) = —(kS(CN-) + k4) o+ % ... (15)
Por lo que:
K= 1In (N;) .....(16)
Y ol austituir (16) en (14):
In (8) - -(kg(cn‘) kot s in (N) L. (17)

“esolviendo para (N} en (17):

PO (v D EE P
(M) = () e ° 4

Sustituycendo ¢ (18) y (2) on (1):

el (18)

a(en) ! _ R C G g 2
P (MY (CNTYETOT ) e - B - ke c) e (1)
t-1

Seperando los vericbles en (10):




“d(cn) ~aly ~(k,(enT Y N
g Tk(OM =y . (ENTYZTCTY () -
et

Bultiplicando o (20} por cl Factor integrante ¢ -~

d(cn) k.t k.t 73 _ _
g ° +k5(CH)c T =T (en)ETe Y(My)e ~

Scbiendo que:

kst
d((cr)e ) d(ci) k.t k.t
e = e ¥ + kq(CH)c -

Ao
“

4

Al sustituir (22) en (21)

d{(Ct)e ~ ) Ik (k -k, (C7)-k )¢
= o (ewTy(eTeT)Cl)e - 7

M integrar la ccuacién (22):
9

k.t
d(cit)e ¥ ) K,k (-t (o)Al

T =T (CERETEDIC) e

k.t kﬁkl(CH-)(ETC-)(Hn) PSSO Gol NI TS D 2
(e = = . c v R
k_ (o=t ()0,
Nesolviendo para (M) en (28) 2o Mazc:
kékl(CK")(ETC")(NO) R GHED T -l
(ctt) = e ¢ R

o (-t (o=l )

-

voluando - % oo cendiciones o 1o Trontirpy, Jondu

1 (kc-ks CN-)~E4)t




3 £ am
4

e v s e\ )

Y ~1 sustituir (27) en (26} y fzactorizando:

t e (23T (ETET) ()

S R - (k04 )t -t

(cm)= (¢ ~ T2 ) Lol (29
' "ot ATy )
..._1 ..S --3 i e g ..4/

Al rcordcnor leo ccuccién

as

e e (CTY(ETCT) (1)
(c) = (¢ © =~-o¢ <

. k-l k(o )+k‘-h:)
2 S

de Meisenheimer scgln ¢l modelo uno, pero debido o que la variable de
respucsta en la experimentecibn es la ebsorbanciea del complejo, de la

-

ccuacién (32) en la Fundomentacidn del Teme:
[\ — A / 2
(c) Lor/E ceea.(20)

Al sustituir (30) cn (29), v resolver para Aoy
kskl(CH')(ETO_)(NO)é ok
Ay, = ( ¢ o

~y

o k_l(ka(cn‘)+k4-k5)

Y (R (o T T I
V) [

n

S

La que nos indice lc cinética de la absorbeoncia de complejo de

lleisenhecimer por cl Modelo 1.

La cucl nos represcntz lo cinética de lo concnetrecién del complejo




Modelo |1

n ¢!l modclo dos sc propenc ¢! siguients coquene reaccioncnia:

d
i

ETO™ + Mo & 2 I

Donde:

ITO = i6n ctéxido

= neritolina

anién Turflico

anién del compuecto nitrocromatico
complejo de liecisenheimer
isonerifolin»>

constante de velocidad respentive

[¢]

Z >
(g}

o

|

i

En el cual parc resolver lco concentrecidn del complcjo de {leisenheimer

en funcién del tiempo, se plantcan lon siguientes ecuaciones diferencizles:

d(n)/dt = -k _ (R)(ET0T) ... (1)
d(AF)/dt = kl(n)(cro‘) - (e onT)y =k YAF) L (2)
d(cr)/dt = kz(cn")(AF -k (en) Lol (2)

Separando les varizbles de 1o ccuacidn {1):

d(M)/(N) = -k (ETOT)dt  .....(2)

Al intcgrar cste ccucciédn:

gé(n)/(n) - —h1(ETO-)S de ... ("




Doterminanda en (6) ol valer do . canctomia -

. .
in! roracide on

<

condicionas o la Tronterc donde, o -0, M=l

d(AF) _ 1 {ET0 ):
o kI(ETO Y(M)e

- (R (oNT)1 2(AF) el
o e

-~
e
.~

Seperando varicbles on (2):

‘ultiplicando a {12) por el factor intcgrante o ”

(L (o) o~y (ETCT)t

!;l(sro")(:to): ..{11)

Integrando ¢ (11):
(!»:B(C.‘! )~!-!:4)t\

d((AF)e ) _ (e (CN7 )4~k (ETCT)
= %, (ETC )(?!o)fc v N el (12)

(. Cou™ . . - A\ . “Yo -
- (om0 ETOTI0Y L en T e (BT
(A0~ - o 0 .o + ¥ RN G %))
(e )~H;A-!<1(ETC )
\’

Y receolviendo pare AF on (12):




ey (ETO)(N,) -k, (ETO )¢ =, (CNT ) )t
(AF)= - — e + Ke 7 R (14)
. \| PR
L3(Ch )+1\4 LI(ETO )
Determinando a K en condiciones & la frontera (£=0,AF=0):
kl(ETO_)(NO)
K = - - ... (15)
k3(CN )+k4-k1(ETC )
Al sustituir (15) on (14), y factorizando:
kg (ETOT)(N,) -, (ETCT): -(ks(CN-)+k4)t
AF = - — (¢ -c ) ... (16)
k3(CN )+k4-k1(ET0 )
Al sustituir (16) en (3):
d(cM) k. k,(CNTY(ETOT)(N,) -k, (ETO™)t. -(k,(CN7)+k )t
o331 ° 1 3 4 Y
ak = ~ — (e -c )-L:(Cm) ..... (17)
ks(CN )+k4—k1\ETO )
Separando varicbles en (17):
d(ch) kol (ONT)(ETOT)(N,) =k (ETO )t = (1, (C0T )+ )t ,
dt +k5(CM)= . - - (c - ¢ v (1)
kn(CN )+kﬁ—k (ETC)
S (A |
R
Multiplicando por ¢! Factor intcgrante ¢
d(cn) kst kst
dt c +kq(CH)c =
Ik (CHTY(ETOT ) (N,) (k =k (ETCT)t (=t (C17) 4, )t
3 1 (e = 1 - ¢ o O (19)

kS(CN_)+k4-k1(ETC')

Y al integrar (12):




Lot
e < - - - -
-jd((CM)e =) k?k](CN YCETCTY(N,) S( (ks—kl(ETO ) (ks-ke(CN )~k4)t
o -

dt = - - ¢ »
kS(CN )+k4-k1(ETO > (20)
kst kgkl(CN—)(ETO_)(No) (ks—kl(ETC )t (ks—ks(CH )-k4)t
(C)e ° = - — (2 ——— - & - ) + K
ko (CN7 )+, ~k, (ETO) ks—kl(ETO ) k o=k, (CN )=k,
..... (21)
Obtenicendo CM de (21):
k(N7 (ETOT)(N,) k(ETO)t -(lp(CN )=k )t kst
(cM)= - — (== — - 2 - ) + ¥e
-kz(CN )+k4-k1(ET0 ) ks-kl(ETO ) ks-ka(c" )—k4
..... (22
Evaluando a K en condiciones a la frontera, donde a t=0, CM=0:
k. k (CNT)CETOT)(MN,)
k= ~ (L 2 L - L (23)
ks(CN )+k4—k1(ET0 ) ks-kl(ETO ) ks-k3(Cd )—k4
Al sustituir (23) en (22) y factorizando:
klks(CN—)(ETO‘)(NO) c—kl(ETo )t e_(kz(CN )+k4)t
(cM)= - — ( — = - ) - (»
ks(CN )+k4-k1(ET0 ) ks—kl(ETO ) ks—ks(CN )-k4
%k _t -kt
%e S — [o] S )
ks-kl(ETO ) ks-k3(CN )—k4)
Donde al rcordenar la ecuaciédn antcrior:
1 (CNTY(ETOT) (M) —!:St —kl(ETC )t -kst -(kz(CN )+l:4)t
e b3 (= =< - £ _— ) .. (24)
k3(CN )+k4—k1(ETO ) kI(ETO )-k5 kz(CN )+k4~ks

La cual nos indica la cinética de la concentracién del complcjo de




Mecisenheimer por el Modelo 11, pero ya que en la experimentacién lc
variable de respuesto es la absorbancia del complejo , &l aplicar los mis

mos canceptos que en el modelo uno:

ke k., (CNT)(ETOTY(N,) —kst —kl(ETO )t —kst -(l<3(CN )+l<4)t

- 1°3 (e -e e -, ) (2,;)

cH - - - —~ .(25
kz(CN )+k4-kl(ETO ) kl(JO )-l<5 ks(CN )+k4—-k5

Esta ecuacién nos representa la cinética de la absorcién del complejo

de Mpisenheimer por el Modelo I1I.



Anexo 11

Férmulns de Cilculo de 1z Concentraciédn del 16n Hidréxido
y Ztéxido eon los Sistemas Nencecioncntes del Trebojo

Experimental.

En ombos sistcmes rcaccionantes se tiene ol siguiente equilibrio:
Te + n,.C ot + CTCH

El cual sc establece répidemente,por lo que lz concentracién de ambas

especic i6nicas dentro del sistema, este dnicomcnte en funcién de las
constante de equilibrio de la rcaccidn cnterior.

Al tener las siguicntes identidades:

(ET07) = % (neOH,)

(“on) = —E— (neon,)

1+ K
X
=TO!
k = SEEL = (0.065)( )
(on) Xy o
l.')

Y al saber que:

X = fraccién melar de la moléculc respectiva en el sistemc
) reacecionantc.

Es posible calcular la concentrecién de ién hidréxido y ctéxido con

el Sistema Qcaccionante respectivo.




Anexo 111

Anslisis dec Componentc tnico

El andlisis dc compenentc Gnico consiste on describir (gr&ficemente o
anal fticamente) la funcién lincal (Ley de l.embert-Secer) existeate entre
una seric de soluciones de la molécula absorbente de difercnte concentrg
cién , con su absorbancicz respactive bajo cierte condiciones cxperiments
les (>\, temperctura, disolventes, cte, ).

Al cfectuar una gr&fica de cbsorbancic que cs le varicble dependiente,
contra la concentracién respectiva de lc molécula o varicble indecpendiente,
se obticne una funcién lincal cuya ordencda cl orfgen debe de sc cero,

conociendose a cstc gréfico como curva de calibracién vy si su coeficiente

o]

de correlacién es aproximado o iguclt a | unidad, sc indica qus sc cumple

la Ley de Lambert-Beer en las condiciones ensayadas.

El objeto de la curva de calibracién cs efectuar prediccioncs invep
sas, 1o quc conziste on determinar dado un valor de la absorbancic su
valor asociado dec concenu.-acién ya sca gréficamente, por interpolcacién
o acnalfticamente, mediante el cocficiente de extincién (cooficicente de
regresién de le furcién linca!l o pendicnte de la rectz), dentro del rango

de concentracicacs que obedece le Ley de Lambert-Ocer.
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Tfeat coratis on Is Topotents dz Votlosided
.

de un mize.

Teorfc de

Lo velocidad ¢ gue tienc luger uns reccrién entre 2 moléculas (por
cjemplo la recccién de formeciba de!l compleje de Meisenhrimer o portir
dcl anidn furflico v 2! cnidn de!l conmpucsto nitrocrcnatico) no pucde sor
mayor qu: la frecuencic de sus colisiones en ¢ unided de ticmpo, por lo
Gue cste concepto cs de suma importancic en la velocidad de una reaccién,
y por cnde lcs vaoricbles gue incrementen lo colisicnes antre las motéculas
(rfF, CR-) daren como respucta un incremento on lo velocidad de reaccién.

Si sc eumcnta ol ndmero de moléculas cn cl sisteme medicnte ¢! aumen

to en su conccentracién, sc debe de cumentar la frecuencic de sus colisio

nes en lo unidad de tiempo, dando lugar al efecto mencioncdo on la velg

cidad de rcaccién, o5 decir:

velocidad o concentracién veeea (1)

velocidad = Lk concentracidn I )

El incremento de le tempercture en el sistemz también debe de zunep
tar lo frecuencic de las colisiones en lo unidad de 4ticmpo, debido ol
incremento de lg energfa cinétice de locs moléculas. Sin embergo o unas
condiciones dé conzentracién y tempercturs, solo una peguefia Treccidn
de las colisiones { une dec cade 1015 ) ¢s eficaz parc producir lc recccién,
lo que cn parte sc explica por que ¢s neccsario una mfnime contidad de
energfa para cfectuar dicha rcaceién, la cual se conoce como Energfa de
Activacién; ademés de que la colisién necesita efectuarse con zierteo
oricntacién. El :igujcntc esquemc nos indica un diagrame de energfa para
cisenhcimer (C1), to que se

I~ reaccién de Tormocién del cempleic do

conoce zomo conversidn cn una ctapa de los rcactivos al producto.

255 e e e



Energfa C”, AF

potencial

, Sentido de ia reaccién ——

Donde (%) cs llamado complejo activaedo, el que se loceliza cn un
estado energético mayor por ¢l que deben de ctrevezar los ractivos para
llegar ol producto. La diferencia entre la cncqgfa media de los rcoctivos
y la energfe del complejo cetivado es la Encrgfc de Activaciédn de o
rcaccién hacie lec derccha. Sole aquelics moidculas de los recctivos que
en la colisién lleguen a tener la cantidad dc encrgfe por encima de la
cnergfa media serén capcces de rcaccionzr por colisién, lcs que né sufri
rén colisiones celésficas.

De lo cnterior se puede indicar que lz velocidad de unz reaccidn
quimica explicada por ests tecorfc e¢s proporcional al nlmero de moléculas
(concentraciédn), que cn lc colisién lleguen a tencr valores por arriba de

1a energfa media del complejo activado (Ni), es decir:

velocidadet M, AN )

Para climinar ¢l signo de proporcionalidad es nccesario introducir

a la frecucncic de colisiones por unidad de ticempo (Z), y la frecuencia
Y

relative de esas colisiones gue poscan la oricntccidén adecuada peora der

tugar a la reaccién (F), por lo que (2) da:
velocidad = PZN, N

Ya que la cnergfie cinética de (Hi) este distribuide en términos fre

cuenciales por lc Ley de Boltzman medicnte te siguiente ciuprocién:




“n quec:

™M
!

= Cnerglfa de Activacibn

Constante Universa! deo los Cases
: Temperatura Absolute
= Cantidad total de las moltéculas de los Neactivos

& D20
il

Resolviendo para Ni en (5) y sustituycendo en (2.

-E /RT
a

velocidad = PZ ¢ N venea(6)

t

tracién, sc llega a:
-z /0T
velocidad = PZ ¢ © concentracidn ceeea(7)

Al ofcctuar unc anclogfa con (2) sc cncucntra que:

- /R
- K~ DI °©

een oo (8)

Pudiendose cxprcsar como:

Ink = -(EO/R)(I/T) + In PZ R €s))

S; sc ofcctus ¢! cstudio cinético cn funcién de la temperatura al

tabular o al graficar:

Neoccibén de Formacién del Neaccién de Destruceién del
Complejo dc Meiscnhcimer Complcjo de Mcisenhecimer
T b T a
1/T1 In b1 1/T1 In ay
l/T,, In b,, l/T,, In ¢,
1/T3 In b3 l/T3 In a3
1/Tn tn b, /T, In aq

Ya que en el trabajo experimental la ccntidad sc cxpresz como conccn



Y al someter csos datos @ regresién lincel ce 2veluard ¢ la EZnergla

de Activacién (€ ), multiplicando af cocficicente de regresién lincel
a

positivo {pendicente de la rectc) por 1.087 (n).

Teorfe de la Velocidad Absoluta
Esta tcorfc incorpora conceptos termodinémicos on su descrrolio, sic

do parccida 2 ta Tcorfa de la Colisién en cl scntido en que ambzs

o~
b ed

reficren a2 un cstado cnergético mayor, ¢! cucl deben de atravezar los reeg

tivos para llecgar al producto. La Tecorfa de la Velocided Absolute o del
"Estado de Transicién cn lugar dc considerar colisiones y la frecuencia
rclativa con que la colisién es eficiente para dar lugar al producto, in
dica que la velocidad viene determinada por Iz velocidaed del paso de los

rcactivos al estado de transiciédn.

(13

Lc tecoria considerz un equilibrio cntre los reactivos y el producto
a traves del complejo activedo (cstado de transicién); cjemplificando
J

cn nucstro caso:
- - %
AT+ CNE=——=(AF----Cl) (4
Donde ¢! asterisco cs usado parc denotar cl estado de trensiciéng
ya que la velocidad de reccciédn hecia lc derecha, viene dadc por:
velocidad = « (AF M) cees (1)

Y que la mecénicc cuéntice ha denostredo que todos los estados

dec transicién poscen une misme constante de velecided (v), lc que es:

v = PT/NRK
Donde:
" = Constantc Univercal de los Casces
T = Temperatura Absolute
N = MNanero de Avogadro
h = Constante de Planck

Y sabiendo que:
(AFee-eCnT )
K = ceano(11)
\




"1 despoegar (AF-cc 0N de (T1) 3 sustituyends on f1n>,
bl -
volor~idad - (OT/h) (amY (o) e (1M
fn le que sc obserwve quo:

o= (BT L (1)

ntes conceptos termodinfmicos an ol equilibrio
1}

0

Considerando los cigui
qufmico:

’

S
b4

AF#t = =0T In ceeaa(14)

.

Al - T A ... (18)

D
-
%
]

2

Al despejor de (14) o K¥ y custituy=ndo on (12):.

- A F%//r‘-T
= (OT/MNh) ¢ cee.a{16)

Y al sustituir (15) en (16) se llega & obtener:

ATH/R - AWR/PT
k — (OT/NR) e e ceees (17)

“n que AFF, A S*, v A¥ son las ruspectivas difercncias de Iz ener
gfa libre, cntropfa, cntalpia csténdar en ol estedo de transici6
c

1t

N

cuacidn nos indice le de

L

[0}

stcdo norma! de los recetivos; y este
o

[¢]
-0
[o X
£
0.
Q.

cac

o]

< un

¢}
-3

6 ]
pendencia de I constente de vel -16n quimica con l&

I & 1))
A~ € PN €1

Concluyendo o partir de cste Glting identidad cuc el cambio do 3

:

cnergia pare llegar @ cstado de tronsicidn cs[&!?"‘[&ﬂ* - 0, y¥o guc
~




cl términe P (AVY) es cero, debido o guc no eviste combio do valumen

unc recccidn qufmica en solucidn,

De To anterior ce llegr ¢ planirar ol siguisnte ceguema:

T
‘

| |2
' Energin,. - —— - o‘

libre * CNAF

| cedea

~ - v err——
Coordenada de reaccién ———*

Para determinar el cambio de entrenfa v el foctor de freou

rclativa, sc deben de cmplear las ccucciones (17) y (10 regpew

e
t

ne
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