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1. Resumen

En México como en otras zonas tropicales y subtropicales del mundo a partir del siglo XIX
hasta ahora, uno de los principales problemas en el sector ganadero es la infestacion por
garrapatas, debido a la gran pérdida econdmica que éstas ocasionan. Con el paso del tiempo
el uso de diferentes agentes quimicos para su control ha ocasionado resistencia hacia estos
parasitos; de aqui la importancia del desarrollo de nuevas moléculas con propiedades

ixodicidas(!l mas eficientes y con menos efectos toxicos.

En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn, se han sintetizado una serie de nuevos
carbamatos, siendo desarrollados por el grupo de investigadores del Laboratorio de
Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (Angeles, 2000). Entre
estos compuestos sintetizados se encuentra el (4-bromofenil) carbamato de etilo (LQM

919) el cual presenta actividad ixodicida con una eficacia in vivo del 99.97%.

Con lafinalidad de ayudar a la caracterizacion del LQ M 919, en el presente trabajo se realizé
el estudio de algunas propiedades fisicoquimicas, llevando a cabo el estudio de estabilidad,
especiacion en funcién del pH y la determinacién de las constantes de acidez; aportando asi
informacién necesaria del compuesto con la finalidad de tener mejor caracterizacion

fisicoquimica de este, que apoye el disefio de formulaciones farmacéuticas.

Los estudios fueron realizados empleando la técnica instrumental de espectrofotometria
UV/Vis y el uso de programas computacionales para la determinacion de las tres especies
presentes en el sistema en funcidn del pH para el refinamiento de las dos constantes de

acidez encontradas en medio acuoso a una temperatura de 25°C.

[1] Ixodicidas: Compuestos quimicos que actuan en contra de las garrapatas.



2. Introduccion

Las garrapatas y las enfermedades que transmiten son uno de los grandes problemas de
salud publica y veterinaria, afectando a los productores bovinos, ya que, tienen un efecto
costo-beneficio en la produccién; una vez que estan infestadas, el efecto directo resulta en
el daino de las pieles por la picadura y abscesos que se desarrollan en esos sitios, ademas de

la disminucion de produccidn lactea, pérdida de sangre y el efecto de toxinas (Alonso, 2006).

En México, se han identificado 77 especies de garrapatas donde la Boophilus microplus
presenta un darea de distribucion, que abarca zonas tropicales, templadas y aridas; en
conjunto se considera que cubre el 53% del territorio nacional (Solis, 1991), siendo con ello

uno de los agentes patdgenos mas comunes de este rubro.

El principal método de control de la Boophilus microplus es mediante el uso de ixodicidas,
sin embargo, el tipo de control quimico se ha vuelto ineficaz en ciertas regiones ya que
algunas garrapatas han desarrollado resistencia a estos compuestos, esto debido a que el
uso frecuente de los ixodicidas ha ocasionado que diversas especies de garrapatas logren
sobrevivir mediante un proceso de adaptacién gradual, provocando una evolucién de la
especie; es por esto que se busca una constante innovacién (George, Pound, & Davey,

2004).

Por lo tanto, en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitldan UNAM se sintetizaron diversos derivados del acido carbamico, los cuales
presentaron actividad bioldgica ixodicida. Uno de estos compuestos es el (4-bromofenil)

carbamato de etilo.

Con dicho farmaco se han realizado pruebas in vivo en ganado infestado, obteniéndose que
inhibe la oviposiciéon un 60%, y al 100% la eclosion de los huevos producidos por las
garrapatas tratadas con el carbamato, mismos que mostraron apariencia oscura y seca

(Prado, O. M. G. et al.; Pérez, G. |. E.et al; 2013).



Tomando en cuenta las distintas etapas del insecto, en su totalidad el compuesto tiene una
eficacia calculada del 99.97%; ademas de ser un débil inhibidor de la acetilcolinesterasa
(lturbe, R. S.; 2014;) con un peligro oral bajo de LDsp 300-2000 mg/kg y con una baja
toxicidad aguda dérmica (LDsp > 5000 mg/kg) de acuerdo a Globally Harmonized System
(GHS) (Prado, O. M. G.; et al. 2014).

En este trabajo de investigacion se llevara a cabo el estudio de algunas de las propiedades
fisicoquimicas del compuesto, como son las constantes de acidez y la estabilidad del mismo
en solucién con la finalidad de caracterizar una estructura quimica nueva; empleando para
ello técnicas espectrofotométricas, asi como también los programas computacionales
TRIANG y SQUAD para realizar la determinacion de las especies presentes que absorben
radiacion electromagnética y la determinacién de la(s) constante(s) de acidez,

respectivamente.

Dentro de la caracterizacién fisicoquimica del (4-bromofenil)carbamato de etilo, primero
se llevd a cabo un estudio espectrofotométrico a distintas condiciones de pH en funcién del
tiempo para poder conocer la estabilidad cualitativa del carbamato y entonces saber si el

compuesto sufrira o no descomposicion de algun tipo a lo largo de la especiacién quimica.

Posteriormente se llevd a cabo la determinacidn de las constantes de acidez, las cuales son
propiedades fisicoquimicas importantes, ya que ayudan tanto a la caracterizacion de la
molécula como a la obtencién de informaciéon acerca de las especies quimicas que se
producen en los procesos de disociacién, es decir nos permite conocer el proceso de
protonacidon/desprotonacién de la estructura quimica para entonces determinar las

especies que estan presentes en una reaccion acido-base.
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2.1 Hipotesis

Si el compuesto LOQM 919 presenta absorcion en el intervalo de UV-Vis entonces sera
posible estudiar la hidrélisis de la molécula con la finalidad de determinar su(s) constante(s)
de acidez apoyandose para ello en los programas computacionales TRIANG Y SQUAD en un

estudio a temperatura constante.
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2.2 Objetivo general

Determinar la estabilidad quimica y los valores de pKa del (4-bromofenil) carbamato
de etilo (LQM919) a diferentes valores de pH a una temperatura constante de 25°C,
mediante el uso de espectrofotometria UV-Vis, con el apoyo de los programas
computacionales TRIANG y SQUAD, contribuyendo a la caracterizacién fisicoquimica

del compuesto.

2.2.1 Objetivos particulares

- Estudiar la estabilidad en solucién del (4-bromofenil) carbamato de etilo (LQM 919)
de manera cualitativa a temperatura de 25°C en funcién del pH, mediante el uso de

la espectrofotometria UV-Vis.

- Obtener el numero de especies que absorben radiacién electromagnética de forma
diferente en el sistema, alimentando los datos espectrofotométricos obtenidos al

programa computacional TRIANG.

- Obtenery estudiar los espectros de absorcion del (4-bromofenil) carbamato de etilo
(LQM 919) a diferentes valores de pH empleando la técnica espectrofotométrica UV-
Vis y alimentar estos datos para calcular los valores de las constantes de acidez

empleando el programa SQUAD.
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3. Antecedentes

3.1 Garrapatas y sus consecuencias

Las garrapatas son artropodos hematéfagos pertenecientes a la clase de los aracnidos
(Figura 3.1), y de estadios longevos de alimentacion periddica, teniendo grandes ingestas
del huésped; estos organismos son ectoparasitos que se alimentan de la sangre de los

vertebrados especialmente mamiferos y aves (Rodriguez, 2012).

Las garrapatas tienen cuatro estadios evolutivos en su ciclo vital: huevo, larva, ninfa, y
adulto. El ciclo biolégico comprende de 4 a 10 meses, compuesta de dos fases: la fase de
vida libre o fase no parasita, y la fase parasita. La fase de vida libre inicia cuando la hembra
repleta se desprende del hospedero y busca lugar para ovipositar. El periodo de oviposicion
esta compuesto por dos partes: el periodo de preoviposiciéon el cual consta de 2 a 39 dias 'y
el periodo de oviposicion que es de 4 a 44 dias, en el periodo de oviposicidn cada hembra
de Boophilus microplus puede poner entre 3500 y 4400 huevos, estos huevos se incuban de

14 a 146 dias hasta la eclosidn de las larvas (Soulsby, 1988).

En la fase de vida libre se presentan dos etapas: la etapa pasiva y la etapa de busqueda.
Durante la etapa pasiva las larvas recién nacidas adquieren la madurez para buscar el
hospedero alimentandose de su vitelo (parte del citoplasma del cigoto que contiene
elementos nutritivos), dentro de la etapa de busqueda, las larvas suben a las puntas del

pasto para encontrar su hospedero. (Anderson, 2008).

La fase pardsita comienza una vez que las larvas han hallado su hospedero, se adhieren a su
pelaje insertan sus pinzas bucales y comienzan a alimentarse; mientras se alimenta, la larva

realiza la muda a ninfa y posteriormente a adulto (Quiroz, 1984).

La Boophilus microplus es una garrapata dura, de color café oscuro donde las hembras

llegan a medir hasta 1.5 cm cuando estan repletas y los machos 0.5 cm (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Morfologia externa de Boophilus microplus. Vistas dorsal y ventral de
macho y hembra adultos (adaptado de Quiroz, 1984).

En México, se ha encontrado que la Boophilus microplus en su mayoria se aloja en ganado
bovino, ademds de otros mamiferos, destacando por su importancia los caprinos, equinos,
porcinos, perros, rumiantes silvestres (principalmente venados) y en menor grado el
humano, cuya importancia es mas por via de transportacién de larvas de un predio a otro

(Quiroz, 1984).

Las garrapatas y las enfermedades que trasmiten son uno de los grandes problemas de
salud publica y veterinaria en el mundo; la severidad depende de la regién, especies
involucradas, agente transmisor, poblacién de hospederos, situacién socioeconémica y el

avance tecnolégico en las medidas de control (Solis, 1991).
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Enfocandonos en las afectaciones en el ganado bovino, una manera de clasificar los dafios
ocasionados por la infestaciéon de la Boophilus microplus, es con base a las acciones

patogénicas que causa: traumatica, expoliatriz, inoculatriz, toxica y antigénica.

La accion traumatica es causada por la perforacién de la piel del hospedero al momento de
gue la garrapata se alimenta, misma que puede ocasionar irritacion, inflamacién o
hipersensibilidad, provocando disminucion en la produccién de carne y de pieles; causando
importantes problemas en la industria ganadera (Sutherst, 1983); adicionalmente a estas
pérdidas, se tiene que tomar en cuenta que también existird un incremento en el costo de
produccién por el empleo obligado de productos quimicos y mano de obra para el control
de las garrapatas, asi como también los costos por tratamientos de los microorganismos

gue transmiten, como son protozoarios, algunos virus, etc.

La accién expoliatriz consiste en la sustraccion de sangre vy liquidos tisulares, donde una
hembra en estado adulto es capaz de consumir entre 0.5 mLy 1.2 mL de sangre al dia, cuyo
principal efecto es la anemia y como consecuencia la baja produccion de leche, y pérdida
de peso; en un estudio realizado en ganado Holstein-Fresian, se demostrd que por cada
hembra repleta, hubo una pérdida productiva de hasta 2.86 mL de leche por dia (Jonsson,
1998; Jonsson, 2000) y la pérdida de peso de un bovino parasitado por garrapatas Boophilus
microplus se calcula en 0.26 kg garrapata / afio y se ha observado que animales infestados
con garrapatas reducen su consumo de alimento a 4.37 Kg en comparacién con animales
no expuestos con un consumo de 5.66 Kg (Rodriguez, 2005 y Jonsson, 2006), teniendo una

pérdida de 40-60 kg de peso vivo por afio (SENASICA, 2013).

La accidn inoculatriz, corresponde a la introduccién de agentes patdgenos causantes de
enfermedades al hospedero, ya que en comparacidon a cualquier otro artrépodo de su
grupo, las garrapatas transmiten una gran variedad de microorganismos tales como
protozoarios, rickettsias, espiroquetas y virus, generando enfermedades que afectan al
ganado, animales de compafia y a humanos; ademas de que pueden causar severas
condiciones téxicas como son la paralisis y toxicosis, irritacion y alergia (Jongejan, 2004). La

especie Boophilus microplus es el principal transmisor de Babesia bigemina en Australia,
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Panama y América, Babesia argentina en Australia y Argentina, y Anaplasma marginale en

Australia y América (Soulsby 1988; Ulienberg 1995; De Castro, 1997).

Las acciones téxica y antigénica son asociadas a las secreciones salivales de la garrapata que
son inyectadas en la herida y que contribuyen a prevenir la coagulacion de la sangre y la
reaccion inflamatoria, ademas de inhibir el dolor causado por la presencia de la garrapata

(Quiroz, 1984).

3.2 Control de garrapatas

Durante el siglo XIX, la cantidad del consumo de ganado para alimentar a las poblaciones
humanas fue aumentando, y con ello el aumento del conocimiento de la relacién entre las
infestaciones de ganado con garrapatas con las desastrosas epizodticas enfermedades en
los rebanos de bovinos. Los problemas con las enfermedades transmitidas por las
artropodos fueron relacionados con la introduccion de razas de ganado mejoradas en areas
infestadas de estos insectos, ademds de que ganado infestado con garrapatas e infectadas
con enfermedades transmitidas por las mismas fueron trasladadas en areas donde ese tipo

de especies de ectoparacitos no existia previamente (Shaw, 1969).

Por lo tanto, desde ese entonces se han considerado los beneficios econdmicos que resultan
de resolver problemas acerca de la epidemiologia vy el control de las enfermedades
transmitidas por garrapatas en las areas de produccién de ganado, siendo motivadas por la
investigacion nacional e internacional de los paises afectados, creando productos y técnicas

para proveer la proteccion del ganado (George, 2004).
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3.2.1 Control bioldgico

El control bioldgico puede ser una alternativa para el manejo de las garrapatas; el cual se
basa en el manejo de diversos métodos; en los que se ven implicados la manipulacién de

cruzas, modificaciéon del habitat, entre otros.

La cruza del ganado se emplea para aumentar la resistencia natural del bovino determinada
por la raza, aunque segun Shaw R. D. (1969) esta técnica se encuentra relacionada con los

problemas de transmision de enfermedades.

Las praderas con alta vegetacion y arbustos proporcionan a este tipo de insectos un habitat
ideal para el desarrollo de las mismas; es por eso que, se han implementado métodos de
rotacidon para el descanso y quema de praderas de pastaje. El sistema de rotacion se basa
en descansos obligados de las praderas con la finalidad de presionar a las garrapatas en su
etapa de vida libre al impedir o retardar que como larvas activas encuentren a su hospedero
para que mueran por hambre y deshidratacién (Wilkinson, 1970); donde el tiempo
promedio de descanso de los pastizales para reducir el nUmero de larvas presentes en las

praderas debe de ser de 45 a 60 dias (Furlong, 1998).

El fuego afecta directamente a las garrapatas por la exposicién que sufren a las altas
temperaturas en los estadios de larvas, las hembras adultas y los huevos (Rodriguez, 2005).
Sin embargo, en California, EUA se realizé un estudio para evaluar el efecto del fuego sobre
las poblaciones de las garrapatas; los autores concluyeron que a pesar de las quemas
prescritas en los habitats no se traduce en una disminucién de abundancia de adultos
ixddidos sobre la vegetacion y al parecer no afecta las garrapatas argasida e ixddidas que se

refugian en el suelo (Padgett, 2009).

La composicion del habitat tiene un efecto directo en la sobrevivencia de las garrapatas
repletas, huevos y larvas. En algunos lugares como en México y en América Latina existen
algunas garzas, pdjaros, y algunas especies de hormigas que son depredadores naturales de
garrapatas (Wilikinson, 1970 y Verrismo, 2011). Asi como también existen algunas

leguminosas con capacidad para atrapar las larvas, mediante pelos y secreciones
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glandulares viscosas presentes en sus hojas y que tienen la capacidad de inmovilizar entre
un 12-27% de larvas de Boophilus microplus (Wilson, 1989). En México se ha evaluado el
efecto de las gramineas forrajeras: Melinis minutiflora y Andropogon gayanus, las cuales
poseen la capacidad de repeler, atrapar u obstaculizar a las garrapatas que buscan
hospedero; siendo la primera mas eficaz para su control; este tipo de plantas, cultivadas en
potreros estratégicamente utilizados, puede reducir el encuentro garrapata-bovino y asi

contribuir a disminuir el uso de ixodicidas (Cruz, 2000 y Fernandez, 2004).

Los agentes bioldgicos que potencialmente se pueden usar para el control de garrapatas se
clasifican en hongos entomopatégenos (Metahizium sp; Beauveria sp), bacterias (Cedecea
lapagei, Escherichi coli y Enterobacter aglomerans), nematodos entomopatdgenos
(Heterorhabditidae y Steinernematidae) y hormigas reguladoras (Solenopsis germinata, S.
saevissima, Camponotus rengira y Ectatomma cuadridens) (Ojeda, 2011). Todos estos
agentes afectan principalmente a los estadios de vida libre de las garrapatas (Fernandes,

2012).

Asi como también el uso de inmundgenos con base en antigenos provenientes de células
intestinales de las garrapatas, el uso de determinados tipos de forrajes en los potreros, el
empleo de biopesticidas y también el control por medio de patdgenos para estos
ectoparasitos (Samish, 1999), son empleados para el control no quimico, o como un

complemento para un tratamiento quimico.

3.2.2 Control quimico

Los métodos de control quimico para estos insectos hematéfagos tienen como funcién
romper los ciclos de la vida de los mismos a través de la aplicacién de ixodicidas a intervalos
determinados por la regidn ecoldgica, especies a las que se va a combatir, eficacia residual

o persistencia del antiparasitario.
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A partir del siglo XIX hasta la fecha se han desarrollado diversos métodos quimicos para el
control de las garrapatas asi como las enfermedades transmitidas por las mismas;

reduciendo la pérdida de produccién y ganado.

El primer tratamiento quimico data del afio 1893 en Estados Unidos, el cudl consistia en
untar las patas y los costados del ganado con una mezcla que contenia: keroseno, aceite de
semilla de algoddn o aceite de pescado, petrdleo crudo y azufre. Dicha mezcla era aplicada
al ganado dos o tres veces por semana mediante el uso de esponjas, cepillos, madejas o
escobas. Mas tarde, en Australia en el aino de 1895, sumergieron al ganado en mezclas que

contenian este tipo de sustancias (Angus, 1996).

Posteriormente en 1896 en una granja Australiana fue revolucionada la manera en la que
se controlaban las garrapatas, el cual consistia en sumergir al ganado en bafios de arsénico,
desplazando asi los remedios anteriores, ya que se habia demostrado que era altamente
efectivo. Sin embargo, otras referencias (Shaw 1969) indican que los bafios de arsénico
habian sido utilizados desde el afio de 1893, para el control de parasitos en ovejas.
Posteriormente el empleo de banos de arsénico fue remplazado debido a los estrechos
limites entre la concentracion de arsénico efectiva para el control de las garrapatas y la
concentracion toxica para el ganado, ademas de los residuos toxicos en las pieles del ganado

(Graham, 1977).

A mediados de la década de 1940 fue cuando aparecieron los primeros productos
organoclorados, estos insecticidas fueron los primeros insecticidas organicos sintetizados
disponibles en el mercado, muchos de ellos formulados para el control de las garrapatas;
donde el diclorodifeniltricloroetano (DDT) y hexacloruro de benceno (BHC) fueron los
quimicos de este grupo empleados como ixodicidas. Posteriormente también fueron
ampliamente empleados los compuestos ciclodienos, la dieldrina, la aldrina y el toxafeno
(Norris, 1956). Actualmente los productos que contienen compuestos organoclorados han
sido prohibidos y retirados del mercado, debido su persistencia en el medio ambiente (Kunz,
1994); en cuanto a los ciclodienos, su prohibicion fue debida a que estos presentaban

acumulacién en el tejido adiposo de los animales (Ware, 2000).
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A diferencia de los organoclorados; los organofosfatos como el etion, clorpirifds,
clorfenvinfés y coumaforos, fueron retirados del mercado al ser categorizados como los mas
toxicos de los pesticidas, al estar relacionados como agentes nerviosos, como son el sarin,

soman y tabun (Ware, 2000).

En 1970 se sintetizaron las formamidas y cicloamidinas como: clordimeform, clenpyrim y
clormetiuron, sin embargo en el afo 1976 fue removido del mercado debido a que mostré

evidencia de tener efectos carcinogénicos.

En 1986 el amitraz y los piretroides sintéticos como son la cipermetrina, deltametrina,
flumetrina, pemetrinay cialotrina fueron introducidos al mercado, posteriormente en 1993
la resistencia a los piretroides sintéticos fue detectada por lo cual el uso del amitraz se volvid

mas frecuente (Rodriguez, 2012).

A principios del siglo XX comenzaron a ser utilizados otros compuestos derivados de benxoil

fenil urea, como son el lufenurdn, flufenoxuron, diflubenzuron y fluazuron.

3.2.3 Control quimico natural

Un método de control quimico natural de garrapatas se basa en el uso de extractos de
plantas. Se ha estudiado la eficacia de extractos de plantas (Kalea serrata), para el control
de Boophilus microlpus y Boophilus sanguineus, obteniendo una reduccién del 11 al 14% en
la oviposicion y 100% de mortalidad en larvas de Boophilus microplus y Boophilus.
sanguineus, a concentraciones entre 6.25 -50 mg / mL (Sarda, 2007). En Colombia, se evalud
en efecto de la tinta de tabaco (Nicotina tabacum) en el control de la garrapata en caninos
frente al tratamiento cldsico con amitraz y los resultados de efectividad obtenidos fueron
de un 70% para larvas, 61.79% en ninfas y 64.9% para adultos a una concentracion de
0.0117% de nicotina comparados con un 92% de efectividad promedio del amitraz en los
tres estados larvas, ninfas y adultos (Neira, 2009). También se ha reportado que los

extractos metandlicos de hojas y corteza de Neem (Azadirachta indica) son eficaces para el
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control de garrapatas (Pathak, 2004). Asi mismo los aceites de Azadirachta indica y ocimum

han mostrado eficacia como ixodicidas (Ndumu, 1999 y Kaaya, 2000).

En México se evaluaron la eficacia de 45 extractos metandlicos de plantas en larvas
Boophilus microplus reportando eficacia de 5-99%; y en adultas (utilizando los extractos de
Petiveria alliacea) reportando un 86% de eficacia y un 91% de reduccién en el indice de
eficiencia reductiva; ademas, en estos extractos se identificaron, mediante cromatografia
de gases, el benciltrisulfuro y bencildisulfuro como los posibles compuestos responsables
del efecto ixodicida (Rosado, 2010 ab). Martinez, Veldzquez, et al (2011ab) reportaron un
100% de eficacia para el control de larvas usando aceites esenciales extraidos de Cuminum
cyminum y Pimienta dioca; ademas estudiaron el efecto acaricida de aceites esenciales de
hojas de orégano (Lippia graveolens), hojas de romero (Rosmarinus officinalis) y bulbos de
ajo (Allium sativum) encontrando eficacias de 85 a 100% contra las larvas de Boophilus
microplus. Asimismo se ha reportado de cuatro plantas tropicales ricas en taninos, las
cuales fueron eficaces en el control de larvas de Boophilus microplus, confirmando la
participacidon de los taninos en el efecto ixodicida mediante el uso de inhibidores especificos

(Fernandez, 2011).

Hasta la fecha, el uso de extractos de plantas para el control de Boophilus microplus en
México ha tenido resultados importantes; sin embargo, es necesario estudiar algunos
aspectos relacionados con la variacion de los metabolitos secundarios en las plantas a través

del afio, aislar y evaluar los metabolitos activos, asi como realizar los estudios in vivo.

3.2.4 Vacunas

Actualmente se cuenta comercialmente con dos vacunas contra la Boophilus microplus
denominadas TickGARDPLUS® en Australia y Gavac™ en América Latina. Las vacunas

contienen el antigeno Bm86 que es una glicoproteina aislada de Boophilusmicroplus que se
encuentra predominantemente en las células del intestino de la garrapata. Los anticuerpos

anti-Bm86 aparentemente se unen a la superficie de las células epiteliales del intestino de
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la garrapata e interrumpen la endocitosis causando la lisis de las células y reduciendo la

capacidad reproductiva de las hembras repletas (Willadsen, 1997).

Los efectos de la vacuna sobre la garrapata Boophilus microplus son reducciones de la
capacidad reproductiva (50-90%), del nimero de garrapatas repletas (20-30%), del peso de
las garrapatas (30%) y del peso de los huevos (60-80%), sin embargo no produce la

mortalidad (Jonsson, 2000 y De la Fuente 2007).

3.3 Resistencia

La resistencia se define como la capacidad adquirida por individuos de una poblaciéon
parasita que les permite sobrevivir a dosis de quimicos que generalmente son letales para

una poblaciéon normal (Woodham, 1983; Nari 1999).

La resistencia a los acaricidas en garrapatas esta soportada principalmente por dos
mecanismos fisiolégicos importantes: Insensibilidad en el sitio de destino, como son las
mutaciones en la acetilcolinesterasa, acido aminobutirico, genes receptores de octopamina

y hasta la fecha se han confirmado diez mutaciones en el canal de sodio (Rodriguez, 2012).

Enla Tabla 3.1 se aprecia como al paso del tiempo la garrapata de esta especie ha generado

resistencia a distintos tipos de ixodicidas.

Tabla 3.1: Resistencia de la garrapata Boophilus
microplus a los ixodicidas en Queensland, Australia.

Aiio de Ailo de reconocimiento
Ixodicida introduccion de resistencia
Arsénicos 1895 1937
DDT 1946 1954
BHC 1950 1952
Diazinén 1956 1963
Dioxation 1958 1963
Cumafos 1959 1966
Clorpirifos 1966 1970
Tomado de Angus (1996).
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3.4 (4-bromofenil) carbamato de etilo

Uno de los logros tecnoldgicos mas importantes del siglo XX es el desarrollo de farmacos
cada vez mas eficaces en el control de una amplia gama de especies parasitarias. Para la
industria farmacéutica el desarrollo y la innovacion de productos quimicos es cada vez mas
preocupante por el frecuente desarrollo de resistencia, y en consecuencia, la presencia de

residuos en productos de origen animal (Nari, 1999).

En trabajo en conjunto con quimicos, médicos

veterinarios y otros profesionales de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan se disefaron,

sintetizaron y probaron una serie de compuestos para

tal fin. Los cuales posteriormente fueron evaluados

en el laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular ) o

Figura 3.2: Estructura quimica del (4-

de Parasitos de la UNAM-FESC, entre esta serie de bromofenil) carbamato de etilo.

compuestos se encuentra el (4-bromofenil)

carbamato de etilo (LQM 919); (Figura 3.2).

Se ha demostrado que de las garrapatas tratadas con el (4-bromofenil) carbamato de etilo
(LQM 919) inhibe el desarrollo casi en su totalidad en fase de larvas, mientras que la
cantidad de esta plaga tratada en fase de ninfas y adultas la replecion se ve disminuida. En
cuanto a los huevos ovipositados por estos hectopardsitos tratados con el compuesto
mostraron serias alteraciones morfoldgicas, teniendo una apariencia opaca reseca y mas
obscura siendo menos viables, ademas de que son menos adherentes en comparacion a los
huevos ovipositados por garrapatas sin tratamiento; por lo que hubo una elevada inhibiciéon
de la oviposicidn, asi como una disminucion de la eclosién de larvas. Teniendo en total una
eficacia ixodicida del compuesto del 99.97%; en la Tabla 3.2 se muestran la eficacia obtenida
en distintos parametros para cada uno de los estadios estudiados del parasito (Iturbe, R. S.

2014).
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Tabla 3.2: Eficacia obtenida en cada parametro evaluado (datos

expresados en porcentaje).

LQM 919
Parametros medidos Larvas Ninfas Adultas
Reproduccién de hembras 99.09 87.99 36.80
repletas
Dlsm_muc_u.)fw de 100.00 75.00 0.00
oviposicion
Inhll:‘>|C|o‘n‘c!e la 100.00 60.48 75.62
oviposicion
Reduccion en la eclosion 100.00 100.00 99.73
de larvas
Reduccién total de larvas
disponibles para la 100.00 100.00 99.93

siguiente generacioén

Tomado de lturbe (2014).
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4. Marco teorico

4.1 Métodos espectrofotométricos

La espectroscopia es una ciencia que estudia las interacciones que suceden entre la
radiacion y la materia. Los métodos analiticos espectroscépicos se fundamentan en medir
la cantidad de radiacion electromagnética que producen o absorben las especies
moleculares o atdmicas de interés, por medio de un detector fotoeléctrico o con un
dispositivo electrénico. Es posible clasificar los métodos espetroscopicos segun la regién del
espectro electromagnético utilizado para la medida. Las regiones del espectro (Figura 4.1)
que se han utilizado abarcan los rayos gamma, rayos X, radiacién ultravioleta (UV), radiacion

infrarroja (IR), microondas y radiofrecuencias (RF) (Skoog, 2001).

Debido a que cada especie molecular puede absorber luz a frecuencias caracteristicas, estos
métodos son muy utilizados por los quimicos, para la identificacién y determinacion de

sustancias presentes en distintas formas de la materia (Skoog, 2001).

LONGITUD DE ONDAS EN METROS .l
- - =7 -7 -
107 10" 10 a0’ a0’ 10t 102 1 w2 104
| | | | | | | |
o .
Ra = Ondas de Radio
E;I_r:: Rayos X Ultravioleta E Infrarajo Microondas |
= FM Onda Corta AM

ﬂ-xiﬂ-? m 5:11]-? m Er.m_? m ?xm'? m
LONGITUD DE ONDAS EN NANMOMETROS »
40 nm 500 nm G nm TOd nm

Figura 4.1: Espectro electromagnético.
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4.2 Espectrofotometria UV-Vis

La region ultravioleta visible (UV-Vis) se define como la radiacion monocromadtica con una
longitud de onda en un intervalo de 180 a 780 nm; ésta regidn estda constituida por la region
UV cercano que cubre la region de 180 a 380 nm y por la region del visible que comprende

un intervalo de longitudes de onda es de 380 a 780 nm (Harris, 1992).

La espectrofotometria de absorcion en la que se emplea luz ultravioleta y visible ha sido
uno de los primeros métodos fisicos empleados en la caracterizacion de estructuras

moleculares (Silverstein, 1964).

La absorcion molecular en la regidn ultravioleta y visible del espectro electromagnético es
dependiente de la estructura electrénica de la molécula; y dicha energia de absorcion es
cuantificada por el resultado del movimiento de electrones de orbitales en estado basal a

orbitales de mayor energia, es decir en estado excitado (Figura 4.2) (Silverstein, 1964).

Figura 4.2: Diagrama de nivel energético de una
molécula diatdémica. (Tomada de Silverstein, 1964).
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4.3 Ley de Lambert-Beer

Las principales caracteristicas de una banda de absorcidon son la posicién y la intensidad. La
posicién de la absorcidn corresponde a la longitud de onda de la radiacion cuya energia es
igual a la requerida para una transicion electrénica. La intensidad de la absorcién depende
de dos factores: la probabilidad de interaccion entre la energia de radiacién y el sistema

electrénico, ademas de la diferencia entre el estado basal y el excitado (Silverstein, 1964).

La intensidad de absorcion puede expresarse como transmitancia, la cual es definida por la

Ecuacion 4.1:

. . I ,
Transmitancia (T) = - Ecuacién 4.1
0

Donde /p es la intensidad de la energia radiante que impacta la muestra e / es la intensidad

de radiacion emergente de la muestra.

Una expresiéon mas conveniente para la intensidad de absorcidn es la que deriva de la ley
de Lambert-Beer, la cual establece una relacién entre la transmitancia, el ancho de la
muestra y la concentracion de la(s) especie(s) absorbente(s). Esta relacidén se expresa en la

Ecuacion 4.2:
logqo 170 =kch=A Ecuacion 4.2

En donde:

k = Constante caracteristica del soluto
¢ = Concentracion del soluto

b = Longitud de paso optico

A = Absorbancia

Cuando c se expresa en moles por litro y la longitud del paso dptico (b) en centimetros, la

expresion anterior se convierte en:
A= ecb Ecuacion 4.3
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En donde el término € se conoce como el coeficiente de absortividad molar, anteriormente

conocido como coeficiente de extincion molar.

La ley de Lambert-Beer describe el comportamiento de absorcién solo en soluciones
diluidas y, en este sentido, es una ley limite, ya que por lo general en concentraciones
superiores a 0.01 M, la distancia promedio entre los iones o moléculas de la especie
absorbente disminuye hasta tal punto que cada particula afecta a la distribucion de las
cargas y por tanto a la magnitud de la absorcion de las particulas vecinas. La magnitud de la
interaccidon depende de la concentracién, por lo que la aparicién de este fendmeno causa
desviaciones en la relacion lineal de la absorbancia con la concentracién. Cuando los iones
estan muy cerca unos de otros, el coeficiente de absortividad molar del analito puede
alterarse debido a las interacciones electrostaticas, lo que da lugar a desviaciones respecto

de la ley de Lambert-Beer (Skoog, 2005).

Ademas también existen variables que influyen en la absorbancia, las mds comunes que
afectan al espectro de absorcidon de una sustancia son la naturaleza del disolvente, el pH de
la disolucion, la temperatura, las concentraciones altas del electrolito y la presencia de

sustancias interferentes (Skoog, 2005).

4.4 Determinacion de constantes de acidez

Las constantes de acidez son una medida cuantitativa de la fuerza que tiene un acido para
disociarse en solucién. Estas constantes de disociacién no son fijas, ya que dependen de

otras variables como es la temperatura.

El estudio de equilibrios acido-base es de gran importancia, debido a las formas idnicas y
neutras de un compuesto, las cuales presentan diferentes propiedades fisicoquimicas como

solubilidad, coeficiente de distribucidn, etc. En otras palabras el predominio de alguna de
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las especies quimicas condicionara su distribucién en el ambiente, su actividad bioldgica o

reactividad quimica, entre otras (Amador; Rojas, 2014).

A través de tantos anos de investigacion para la determinacién de constantes de acidez, se
han desarrollado distintas metodologias basadas en técnicas como Resonancia Magnética
Nuclear, Espectroscopia Electrdnica, Electroforesis Capilar, Cromatografia de Gases,

Espectrofotometria UV-Vis, por mencionar algunos (Amador; Rojas, 2014).

4.4.1 Determinacion de constantes de acidez mediante
espectrofotometria UV-Vis

Para poder realizar la determinacién experimental de las constantes de acidez por medio
de espectrofotometria UV-Vis se deben cumplir al menos dos requisitos en el sistema. El
primero de ellos es que el sistema se encuentre en estado de equilibrio (o al menos en
estado estacionario) y que se tenga una estimacién previa de la cantidad de equilibrios
quimicos independientes en el mismo. El segundo requisito es que se cumplan las leyes
ideales de absorcion, lo que implica la verificacion de la ley de Lambert-Beer y la ley de la

aditividad de las absorbancias (Morales, 1993).

Una vez obtenida la informacion espectrofotométrica, es posible determinar
experimentalmente los valores de las constantes de equilibrio mediante métodos graficos

o0 métodos computacionales.

Algunos métodos graficos son por relaciones molares, valoraciones continuas o métodos de
Bjerrum, Leden y Froneaus. Las principales limitaciones para los métodos graficos es que se
requiere que exista un solo equilibrio representativo en el sistema, que la estequiometria

de la reaccidon no sea muy complicada y que la reaccion sea cuantitativa.

Por otro lado, los métodos computacionales tienen la ventaja de que permiten el estudio

de sistemas complicados (multirreaccionantes y multicomponentes), asi como también, te
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permiten realizar un estudio estadistico de la informacidon resultante, lo cual es muy
importante, ya que con esta informacion estadistica se puede determinar la calidad de los
resultados obtenidos. Existen varios programas para el mismo fin, los cuales varian de

acuerdo al algoritmo matematico que emplean y la informacion experimental que se utiliza.

4.5 TRIANG

TRIANG es un programa computacional escrito en lenguaje FORTRAN el cual estima el
numero de especies que absorben radiacidén electromagnética en el sistema, a partir de los
valores de absorbancia a diferentes longitudes de onda para distintas soluciones, y

considerando el error en las lecturas de transmitancia (Morales, 1993).

La forma de establecer si una especie quimica absorbe radiacion electromagnética involucra
una comparacion entre valores de absorbancia y los errores asociados a las mismas,

suponiendo el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y la de aditividades (Morales, 1993).

TRIANG calcula los elementos de una matriz de error, considerando el valor de AT, después
se busca la absorbancia (P): Si el elemento diagonal de la matriz del error Ej; multiplicando
por tres es menor que el elemento Pjj correspondiente entonces se considera este Pj # 0. El
numero de especies que absorben en el sistema como la suma de les elementos P’j;

diferentes de 0 (Gomez, 2006).

Para datos espectrofotométricos obtenidos experimentalmente el valor de AT debe

encontrarse en el intervalo 0.003 < AT <£0.010 (Morales, 1993).

4.6 SQUAD (Stability Quotients from Absorbance Data)

SQUAD es un programa computacional creado por Legget, escrito en lenguaje FORTRAN.

Esta disefiado para refinar constantes de equilibrio de un modelo quimico propuesto, a
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partir de datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda y a diferente

composicion del sistema (Morales, 1993).

Este programa puede utilizarse para el estudio de equilibrios acido-base, para ligandos que
son acidos o bases débiles, complejos con diferentes ligandos, complejos protonados o

hidroxocomplejos (Leggett, 1985).

Ademads, SQUAD calcula parametros estadisticos que pueden ser empleados para
determinar la validez de un modelo en particular los cuales determinan si el modelo quimico
propuesto explica la informacidn experimental alimentada, dichos pardmetros son los

siguientes:

- La minimizacién de la suma de los cuadrados U

- La desviacién estandar sobre los datos de la absorbancia (04atos), ¥ de las constantes
(Gctes)-

- La desviacién estandar por espectro (Oespectro)-

- La desviacion estandar sobre los coeficientes de absortividad molar (Ocoef).

El refinamiento de las constantes se realiza por medio de una minimizacién de la suma de
los cuadrados de la diferencia de los residuos de absorbancia empleando el algoritmo de

Gauss-Newton.
U= Yi-1 Xk2 (AL — Af)? Ecuacion 4.4

En donde i = Todas las soluciones; NW = todas las longitudes de onda; Azk = absorbancia
calculada por SQUAD en la j-ésima solucidon a la k-ésima longitud de onda; Afk =

absorbancia experimental en la i-ésima solucidn a la k-ésima longitud de onda. La resolucion
de la minimizacién requiere el calculo de las absorbancias a la k-ésima longitud de onda en

la i-ésima solucién (Gémez, 2006).

La desviacion estandar de los datos de absorbancia (04ates) provee informacién de manera

general el ajuste del modelo a los datos, asumiendo que el modelo correcto ha sido
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encontrado; el intervalo en el cual se podrian encontrar los valores de Ogatos €s de + 0.001 a

+0.004 (Leggett, 1985).

Braibanti y Brushei (1980) proponen que valores de octes del orden del 1% son aceptables,

aunque esto no siempre es facil de lograr.

Los dos ultimos pardmetros estadisticos Oespectro Y Ocoef dependen de las desviaciones

estandar en los datos de absorbancia y de las constantes (Morales, 1993).

Una vez que se han descrito los valores estadisticos que el programa calcula, debe de
considerarse como mejor modelo para interpretar los resultados experimentales, aquél que
presente el menor valor de “U”, combinando con las desviaciones estandar mds pequenas

y el menor niumero de restricciones posibles. (Morales, 1993).

El analisis estadistico que presenta SQUAD asi como los intervalos que propone, depende
de gran medida de la precision del espectrofotémetro empleado, la cantidad de datos
alimentados y, sobre todo, de la complejidad quimica del sistema en estudio (Morales,

1993).

SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar por especie quimica y determina la
concentracion de cada una empleando el algoritmo de Newton-Raphson, donde la
convergencia se da si la diferencia en la minimizacidon de un ciclo iterativo a otro difiere
como maximo 0.001 unidades. Sin embargo es importante sefialar que el criterio anterior
se cumpla, no significa que se tiene el mejor refinamiento de constantes; debido a que se

puede caer en el caso de una convergencia en un minimo local (Gémez, 2006).
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5. Metodologia
5.1 Equipo vy reactivos

Equipos:

e Recirculador Cole-Parmer DT-15

e Sonicador Cole-Paramer Ultrasonic Model 08849-00 cleaner
e Espectrofotometro UV-Vis Beckman Coulter DUSOO

e pHmetro Beckman ¢ 350 pH/Temp/mV/Meter

e Balanza Analitica Boeco, Germany
Reactivos:

e (4-bromofenil) carbamato de etilo

e Biftalato de potasio Meyer solucién 0.1M
e Hidroéxido de sodio Meyer solucién 0.1M
e Acido clorhidrico Meyer 38%

e Etanol Prolabo Chromanorm 95.5%

e Agua desionizada

5.2 Pruebas de solubilidad

Para poder realizar los estudios planteados, primero se llevaron a cabo pruebas de
solubilidad con la finalidad de conocer el medio adecuado en el cual preparar las soluciones.
En dichas pruebas se emplearon tres tubos de ensayo, en cada uno de ellos se colocé una
cantidad aproximadamente igual del compuesto; posteriormente se agregd

aproximadamente 1 mL de un solvente diferente en cada tubo (agua, acetona y etanol).
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Una vez preparados los sistemas anteriores, se agitaron los tubos para buscar solubilizar el

compuesto en el solvente y determinar asi el medio de disolucion adecuado.

5.3 Calculo de la concentracion de trabajo

Debido a que la técnica a emplear es la espectrofotometria UV-Visible y que la eficiencia de
la misma esta directamente relacionada con la concentracion, se realizaron lecturas de
absorbancia a distintas concentraciones del compuesto con el propdsito de estudiar y
encontrar la concentracién de trabajo, ademas de que dicha concentraciéon cumpla con la

Ley de Lambert y Beer.

Por lo tanto, se prepard una solucién a una concentracién de 8.9310x 107> M, vy se
determiné el espectro de absorcion del sistema. Se obtuvo el maximo de absorbancia a una
longitud de onda de 241nm con una absorbancia de 1.87, una vez obtenidos estos datos se
empled la ecuacién de la ley de Lambert y Beer para calcular el coeficiente de absortividad

molar de este compuesto.

Una vez obtenido el valor del coeficiente de absortividad molar se realizaron los célculos
pertinentes para preparar nueve sistemas de tal manera que la concentracidn del sistema
cuatro tenga una absorbancia aproximada de uno, buscando tener un comportamiento
acorde a la Ley de Lambert y Beer; en la Tabla 5.1 se muestran las concentraciones

trabajadas.
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Tabla 5.1: Concentraciones de estudio.

Nilmero de sistema Concentracion [M]
1.4626 X 104
1.2536 X 104
1.0865 X 10
8.7755 X 10
6.8532 X 10
4.8474 X 10
2.9252 X 10
9.7408 X 10
7.1959 X 10

O 00 N o Ll H W N

Una vez preparados los sistemas se obtuvieron los valores de absorbancia a una longitud

de onda de 241nm, longitud a la cual el compuesto tiene su maximo de absorbancia.

5.4 Preparacion de las soluciones

Una vez realizadas las pruebas de solubilidad y de haber encontrado la concentracion de
trabajo, se procedié a la elaboracion de las distintas soluciones stock del LOM 919 para asi
realizar los estudios a cada una de las condiciones de trabajo; procediendo de la siguiente

manera:

Como medio de solucion (solucion MS) se preparé un litro de medio acido y otro litro de
medio basico, ambas a una concentracion de 0.1M, empleando como solucion basica
hidréxido de sodio el cual fue previamente estandarizado con biftalato de potasio y como
acido se empled acido clorhidrico el cual a su vez fue valorado con el hidréxido, esto para

determinar las concentraciones reales.

Ambas soluciones fueron preparadas con agua desionizada y posteriormente fueron

llevadas a sonicacion por un periodo de 20 minutos, ademas de implementar un sistema de
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burbujeo de nitrogeno durante la experimentacion, todo lo anterior con la finalidad de

evitar la carbonatacidon de los sistemas.

- ESTABILIDAD (pH NEUTRO, ACIDO Y BASICO)

En lo correspondiente a este estudio se midié una masa de 0.0250 g del LQM 919 la cual se
llevé a un aforo de 25.0 mL con una proporcion de 50:50 de etanol-agua (Solucion A).
Posteriormente de la Solucion A se tomaron 700 uL y se llevaron a un aforo de 50 mL con

agua desionizada para la preparacion de la solucién a pH neutro (Solucién By).

Las soluciones finales acida y basica (Solucién Ba y Bg) se aforaron con la solucién MS acida

y basica respectivamente.

A continuacion se muestra la memoria de cdlculo empleada para la preparacion de las tres

soluciones empleadas en el estudio de estabilidad.

<0.0250g) ( 1 mol LQM919 )(1000mm0l

= 4.0968 x 1073M
25mL 244.09g9 LQM919 )

1mol

2.8677 x 10~ 3mmol
50mL

40968 X 1073M x 0.7mL ( > = 5.7355 X 10™°M

- ESPECIACION (SISTEMAS ACIDO Y BASICO)

Para el estudio de especiacidn, en el cual se determinan los espectros de absorcién como
funcién del pH, la preparacién de la solucién es muy similar a lo anteriormente descrito. De
tal forma que para la solucion acida se midié una masa de 0.0250 g del LQM 919 y se llevé
a un aforo de 25 mL con una proporcion de 50:50 etanol-solucion MS acida (Solucién A).
Posteriormente de la Solucion A se toman 1.4 mL y se llevd a un aforo de 100 mL con la
Solucion MS acida (Solucién Ba); para la solucién en medio bdsico se procedié de la misma
manera solo que empleando la solucidon MS basica.

36



5.5 Estudio de estabilidad

Antes de iniciar el estudio de estabilidad, se realiza el montaje experimental necesario y se
establecen las condiciones de experimentacion para el sistema; manteniendo la
temperatura a 25°C, agitacion y burbujeo de nitrogeno constantes. De manera grafica en la
Figura 5.1 se muestra el montaje experimental. La celda de doble camisa se encuentra
provista con una tapa de vidrio esmerilada de cuatro bocas, en una de ellas se introdujo el
electrodo, y en otra se introdujo una sonda de material quirdrgico, permitiendo asi el
burbujeo de nitrogeno, ambas selladas con parafilm; en el resto de las boquillas se

colocaron tapones de hule manteniendo el sistema cerrado.

Figura 5.1: Montaje experimental para el
estudio de estabilidad.
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Para el estudio de estabilidad en primer lugar se prepard la solucion neutra y se vertio la
solucion en la celda de doble camisa; misma que ya se encontraba conectada a un bafio
recirculador a una temperatura de 25°C, posteriormente se tomd una alicuota para realizar
la lectura en el espectrofotometro UV-Visible en un intervalo de 200 a 800 nm; ademas de

realizar una lectura de pH.

A partir de la primer lectura se realizaron mas mediciones de la misma manera en los
siguientes periodos de tiempo:0, 2,4, 6, 8,13, 18, 23, 28, 38, 48, 58, 88, 118, 148, 178, 208,
238, 1445, 1505, 1565, 1625, 1685, 1745, 2807, 2927, 3047, 3167, 4234, 4354, 4474

minutos. Teniendo asi un periodo de estudio de cuatro dias interrumpidos.

Dicho esquema de trabajo se repitié por triplicado para cada uno de los pH’s de estudio

(medio acido, medio neutro y medio basico).

5.6 Especiacion guimica

Para el estudio de especiacion se realizé un montaje experimental muy similar al empleado
para el estudio de estabilidad, colocando una bureta en una de las boquillas de la celda de
doble camisa para poder llevar a cabo la adicién de soluciéon de compuesto de estudio en
medio bdsico y cambiar el pH del sistema; en la Figura 5.2 se muestra a detalle el montaje

experimental.
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Figura 5.2: Montaje experimental para la
especiacion.

La bureta de 10 mL se llend con la solucién de LQM 919 en medio basico (solucion Bg) y en
la celda de doble camisa se colocd una alicuota de 5mL de la solucidn en medio acido
(solucion Ba), misma que se encontraba conectada al recirculador a una temperatura de
25°C, con agitacién constante, para mantener el sistema homogéneo y burbujeo de
nitrogeno, con la finalidad de desplazar el CO, presente en la alicuota, evitando asi la
posibilidad de que la solucién se carbonate. Una vez preparado el sistema se realizd una
lectura de pH, y una lectura espectrofotométrica sin agregar nada de la bureta, midiendo

tal cual se encuentra la solucidn del analito. Una vez realizadas las mediciones, se agregd
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de la bureta cantidad suficiente para que el pH cambiara 0.3 unidades aproximadamente;
una vez logrado el cambio se volvieron a realizar ambas mediciones; bajo este mismo

esquema de trabajo se realizaron mediciones hasta llegar a un pH cercano a 13.

La metodologia descrita anteriormente se realizd por triplicado.

5.7 TRIANG

Una vez obtenidos los espectros de cada valoracion se trataron los datos, con el programa
TRIANG, para determinar el nimero de especies diferentes que absorben radiaciéon
electromagnética y poder establecer un modelo quimico del equilibrio acido base que

puede estar presente en solucion.

Se eligié como intervalo de trabajo uno en donde se observan las bandas de absorbancia
del compuesto; es decir de 220 a 310 nm en incrementos de 3 nm. Se construyd una matriz
de entrada, con los datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda y pH,
ademas de colocar en la parte superior izquierda el valor que corresponde al nimero de
columnas (longitudes de onda) y filas (pH) respectivamente separados con un solo espacio;

en la Figura 5.3 se muestra un ejemplo de cémo fue elaborada la matriz de entrada.
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.38020.38820.39760.401580.40310.40650.40790.40640.40400.41040.41540.41576.41650.42000.4239
.48420.48440.48480.48350.48130.48040.48330.48670.48970.50280.508208.50880.50950.51198.5136
.668390.59290.580460.57870.563108.55796.56470.57760. 588560 .61230.61850.61926.61996.621368.6210
.73810.71600.69250.67520.66120.65330.66400.68580. 70416 .73700.74470.74430.74560.74726.7440
.87660.84190.80910.78640.76970.75850.77260.79930.82300.86230.86950.87000.87190.871268.8679
.98260.94860.91080.88460.86660.85350.86910.89900.92410.96770.97498.97638.97660.975608.9719
.85961.02260.98350.95560.934408.92260.93870.97850. 99681 .84111.04971.04811.85831.05831.0454
.B8281.04511.08520.97710.95760.94486.96120.99181.01851.66101.07011.06911.67881.06981.0642
.B3360.99880.96250.93690.91950.98820.92260.94950.57201.01161.01811.01811.01811.01751.0130
.91870.88290.85350.83250.81680.80820.81960.84230.86216.89320.900408.89816.90040.89976.8948
.74840.71970.69840.68390.67320.66650.67600.69260. 70760 .73110.736506.73530.73580.73556.7314
.50870.49900.49030.48320.47760.47550.48340.49500. 50448 .51790.522208.52166.52160.52128.5187
.29190.29190.29350.29370.29280.29430.30030.30830.31396.31820.32050.31900.31890.32010.3192
.17820.18200.19000.19350.19580.19850.20320.20720. 20860 .20450.20450.20300.20280.20380. 2046
.13660.14280.15246.15720.16620.16356.16660.16750.16496.15220.15020.14826.14796.14928.1587
.12550.132408.142080.14680.15830.15330.15530.15430.14960.12930.124706.122608.12246.12356.1261
.12370.13830.13950.14460.147408.1560060.15170.14870.14156.11760.11676.10876.10820.10926.1127
.12180.12750.13630.140850.14310.14550.14680.14360.13526.10760.10060.09300.09740.09880.1026
.11620.12100.12846.13190.13448.136568.13770.13440.12666.69870.09100. 08350 .08820.089568.0939
.18720.11160.11756.120850.12230.12456.12610.12390.11646.69040.08370.081160.08070.082308.0867
.09449.09740.10300.10550.10650.10880.11050.11600.10420.08200.07610.07380.087360.07556.0803
.87760.87930.08370.08560.08700.0885960.69150.09210.08816.67120.06570.06450.06420.066008.0712
.85910.06870.06450.06670.06740.06950.067300.07540.07316.06080.05720.05580.85590.05836.0630
.04340.04480.04850.05010.05070.053160.65650.06020.085996.85210.04980.04890.84930.05168.0563
.02690.02810.03170.03300.03380.03550.03980.04350. 04430 .04080.03950.03960.03990.04220.0463
.91350.01490.01830.01950.02020.02240.02570.03020.03140.03040.03040.03040.03100.03356.0369
.00670.00770.01100.01210.01280.01430.61760.02140.02316.62410.02410.02490.82530.02750.0304
.00350.00460.00770.00860.00920.01060.01320.01670.01800.01970.020408.02120.02150.02380.0260

Figura 5.3: Matriz de entrada de TRIANG.

Posteriormente, se ingresa al programa el valor de AT tomando en cuenta un intervalo de

error de transmitancia de entre 0.003 a 0.010 (AT).

5.8 SQUAD

Para la determinacion de los valores de pK, se empled el programa SQUAD para ello se
ingresaron al programa los espectros de absorcion empleados en TRIANG. SQUAD cuenta
con un encabezado en el cual se ingresan datos de la molécula a estudiar y la fecha; asi
como también un diccionario, donde se ingresa informacion del modelo quimico entre otros
datos, como son las abreviaturas con las que serd representada la molécula, los coeficientes

estequiométricos, las especies formadas, los probables valores de logaritmo de B, el
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intervalo de las longitudes de onda trabajadas; asi como el intervalo en el que se

encuentran, el valor de pH de cada lectura y el valor del ancho de la celda.

La interpretacidon asi como la alimentacion de SQUAD del modelo quimico es de suma
importancia, ya que el programa puede llevar a una convergencia adecuada, sin embargo
se debe de cotejar que los resultados siempre sean congruentes con la estructura quimica

del compuesto.

En la Figura 5.4 se muestra un ejemplo del archivo de entrada, que contiene los requisitos

necesarios para que el programa computacional SQUAD lleve a cabo el anilisis de los datos.

Figura 5.4: Matriz de entrada de SQUAD.
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6. Resultadosy analisis de resultados

6.1 Pruebas de solubilidad

Una vez que se agitaron los tubos se observé en cudl de los solventes se solubilizé por
completo, teniendo como resultado: en agua no se solubilizd, en acetona y etanol es

soluble.

Para elegir el solvente mas adecuado se considerd el valor de la longitud de onda en la que
absorbe el etanol y la acetona; eligiendo asi el etanol, esto con la finalidad de no generar
posibles interferencias de caracter espectrofotométrico en el sistema. Posteriormente de
haber elegido el solvente, se realizaron pruebas de solubilidad para encontrar la proporcién
adecuada de agua y etanol sin que la solubilidad se pierda, es decir, tratando de emplear la

menor cantidad de etanol posible.

Después de distintas pruebas se determind que para tener el compuesto en solucién en la
menor cantidad de etanol, se obtuvo una mezcla de 50:50 de etanol-agua para la solucién

A, quedando con un porcentaje de etanol de 0.67% para la solucién B.

(350 ulL SolA) ( 5uL EtOH )( 1mL EtOH )(95.5 mL EtOH RP

x 100
25mL Sol B/ \10 uL Sol B/ \1000 uL EtOH/ \ 100 ml EtOH RA )

= 0.6685 % de EtOH

De acuerdo a lo anterior se puede considerar que la solucidn es practicamente acuosa.
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6.2 Calculo de concentracion de trabajo

Ya que se realizaron las mediciones en el espectrofotémetro a una longitud de 241 nm; que
es donde se encuentra el maximo de absorcidn, se realizé un grafico de la absorbancia en
funcidn de la concentracién del LQM 919 (Figura 6.1) y de esta manera observar y encontrar
la concentracion de trabajo, paralo que se considerd que el sistema tuviera una absorbancia

de aproximadamente 1.0.

Figura 6.1: Concentraciones de estudio para el (4-bromofenil) carbamato de etilo.

En la Figura 6.1 se realizd una interpolacion para obtener la concentracion que tiene una
absorbancia de uno, encontrando que la concentracion del carbamato LQM919 con

absorbancia de valor uno, es cercana a 5.00x 10™>M.
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Con base en el grafico obtenido (Figura 6.1) se trabajé con una concentracién para el

compuesto de 5.759% 10~ M cumpliendo con la Ley de Lambert y Beer.

6.3 Estudio de estabilidad

El estudio de estabilidad se realizd para asegurar que el compuesto no se descompone

como funcidn del tiempo a diferentes valores de pH.

Por lo cual, dicho estudio del compuesto se siguié de manera espectrofotométrica a 2
longitudes de onda donde presenta maximos que son a 241nmy 275nm ademas de realizar
mediciones de pH durante cuatro dias controlando el sistema, esto por triplicado para
corroborar la reproducibilidad de los resultados. Después, para cada una de las réplicas se
realizaron los graficos correspondientes para observar sus cambios a través del tiempo,

mismos que se encuentran en los anexos 1y 2 del presente trabajo.

A continuacidn en la Figura 6.2 se muestra una sola réplica del estudio de estabilidad del pH

en funcién del tiempo del LQM 919 para los distintos medios estudiados:

14
12

10

. JIr Ss0e00 ®e0e (X Y

0 1000 2000 3000 4000 5000
Tiempo (min) ® Neutro ® Basico @ Acido

Figura 6.2: Estudio de estabilidad del LQM 919 [5.759E], evaluando diferentes valores
de pH en funcion del tiempo.
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En la Figura 6.3 se muestran para cada uno de los valores de pH estudiados las absorbancias
gue se obtuvieron al estudiar la estabilidad en los dos maximos de manera

espectrofotométrica a las longitudes de onda anteriormente mencionados.

1.40
1.20
1.00 * Seee o L AP P e%e
0.80
0.60

0.40

Absorbancia a 241y 275nm

0.20

0.00
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tiempo (min)

® Neutro 241nm e Neutro 275nm Basico 241nm Bdasico 275nm e Acido 241nm e Acido 275nm

Figura 6.3: Estudio de estabilidad del LOM 919 [5.759E], evaluando absorbancias de dos
longitudes de onda en funcién del tiempo.

Como se observa en las Figuras 6.2 y 6.3, los estudios realizados en el transcurso de cuatro
dias para los tres distintos medios, los valores de pH como los valores de absorbancia
permanecen practicamente constantes por lo que se puede establecer que en este periodo

de tiempo y a las condiciones estudiadas, la molécula no se descompone.

Analizando los estudios de estabilidad se decidid realizar el estudio de especiacién en el
intervalo de 1300-1700 minutos (el segundo dia) después de la elaboracion de la solucion,
esto debido a que en ambos graficos (Figuras 6.2 y 6.3), en dicho periodo de tiempo se

observa que la seial espectrofotométrica permanece constante.
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6.4 Estudio de los espectros de absorcion durante la
especiacion

Una vez establecido el dia de trabajo se prosiguid con el andlisis de las bandas espectrales
(Figura 6.4) obtenidas en el transcurso de la especiacion acido-base del LOM 919; donde se

observaron tres cambios:

Figura 6.4: Bandas de absorcion obtenidas durante el transcurso de la especiaciéon
del LQM 919 [5.759E7].
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» El primero de ellos en pH acido, donde se observa un punto isosbéstico a una
longitud de onda de 223 nm (Figura 6.5) , seguido de un cambio en la banda de
absorcidn maxima (241 nm), ya que se observa un comportamiento hipocrémicol?

y posteriormente un comportamiento hipercrémico!® a un pH cercano a 3 (Figura

6.6).

0.60 /

0.55

o
U
o

Absorbancia
o
o
(0]

0.30
220 222 224 226 228 230
Longitud de onda (nm)

—0.97 1.09 1.30 151 — 180 212

Figura 6.5: Punto isosbéstico a 223 nm del compuesto LQM 919 [5.759E°] en medio acido.

[1] Hipocrémico: Decremento en la intensidad de absorcidn (Silverstein, 1964).

[2] Hipercrémico: Incremento en la intensidad de absorcién (Silverstein, 1964).

48



1.10
1.05

1.00 _
0.95 : e —
0.90 /

0.85

Absorbancia

0.80
0.75
0.70 \
0.65

0.60
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—130 —2.12 2.87 3.21 3.77

Figura 6.6: Comportamiento hipocrémico e hipercromico a 241 nm del LQM 919
[5.759E] en medio acido.

» En el segundo cambio se observa que la banda de absorcién maxima se mantiene,
pero se presenta un cambio cercano a un pH de 5 a una longitud de onda de 275 nm
(Figura 6.7), donde se observa que comienza a crecer una pequefia banda,
percibiéndose ligeramente dos puntos isosbésticos las longitudes de onda de 258 y

295 nm; ya que se encuentra en un intervalo pequefio de pH.
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0.50

0.45

0.40

0.35

0.30
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Absorbancias

0.15

0.00
250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

Longitud de onda (nm)

—3.77 —4.17 512 ——555 —6.05

Figura 6.7: Puntos isosbésticos a 258 y 295 nm del LOQM 919 [5.759E°] en un pH
cercano a 5.

» Eltercer cambio se presenta a pH basico, en un valor cercano a 12, donde se observa
como la banda de absorcién mdaxima muestra un comportamiento hipercrémico

(Figura 6.8).
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Figura 6.8: Comportamiento hipercromico a 241 nm del LQM 919 [5.759E] en pH
basico.

Después de haber analizado las bandas de absorcion obtenidas durante la especiacion se
procedid a seleccionar las longitudes de onda en las que se observd un mdaximo de
absorcién, para posteriormente graficarlas en funcion del pH (Grafico 6.9), corroborando

asi los valores de pH en los que se observaron los cambios durante la especiacion.
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Figura 6.9: Absorbancia a 241y 274 nm en funcién del pH del compuesto LQM 919 [5.759E].

En cuanto a la Figura 6.9 se observa la presencia de punto de infleccién a 275 nm en el intervalo de
pH = 5 lo cual indica la presencia de un equilibrio acido base en esta zona. Por otro lado en los
valores de pH mas acidos trabajados, se observa un posible cambio de pendiente a una longitud de

onda de 241nm, lo que podria indicar la presencia de otro equilibrio.

6.5 Estimacion de niumero de especies

En cuanto a la determinacién de las diferentes especies que absorben radiacion
electromagnética; se procedié a determinarlas mediante el programa computacional
TRIANG. Debido a que el error del espectrofotometro que se empled es de 0.005, se trabajo

con un intervalo de error de transmitancia de 0.003 al 0.010, para establecer un modelo
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guimico adecuado para el compuesto LOM 919. En la Tabla 6.1 se muestra el nUmero de
especies que absorben de forma diferente presentes en el sistema que determind el

programa para cada una de las réplicas.

Tabla 6.1: Numero de especies calculadas para el
LQM 919 [5.759E] por el programa TRIANG para
cada una de las réplicas.

No. De especies

AT Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3
0.003 3 3 3
0.004 3 3 3
0.005 3 3 3
0.006 3 3 2
0.007 3 3 2
0.008 2 2 2
0.009 2 2 2
0.01 1 2 1

También se observa, que en la Tabla 6.1 conforme el error de la transmitancia aumenta el
numero de especies va decreciendo, lo cual es totalmente esperado ya que el error
considerado omite ver cambios significativos en absorbancia. Para este modelo quimico se
puede observar que el programa TRIANG determina de manera reiterativa tres especies

presentes en un intervalo de error de 0.003-0.007 en dos de las réplicas.

Las tres especies propuestas con la ayuda del programa TRIANG se pueden corroborar
mediante la propuesta del equilibrio acido-base mostrado en la Figura 6.10 en el cual se
modifican las especies en funcién al pH. Por lo tanto este es el modelo que se empled para
alimentar al programa SQUAD con el propésito de refinar los valores de las constantes de

acidez.
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Figura 6.10: Propuesta del equilibrio acido-base del (4-bromofenil) carbamato de etilo,
con las posibles estructuras resonantes.
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6.6 Especiacion quimica

Al tratarse de un compuesto nuevo, del cual se tiene poca informacién se realizd una
busqueda de los probables valores de las constantes de acidez, encontrando estimaciones
tedricas de pK, empleando dos distintas fuentes: la primera por el programa ACD/Labs y la
segunda por la pagina virtual Chemicalize.org, en la Tabla 6.2 se encuentran recopilados los
datos obtenidos.

Tabla 6.2: Constantes estimadas
tedricamente para el LOM 919.

Fuente 1° pK, 2° pKa
ACD Labs -2.45 10.66

Chemicalize -0.97 13.02

Con base en el numero de especies que absorben radiacién electromagnética diferente, en
la propuesta del equilibrio de especiacion y las estimaciones tedricas encontradas se
considera contar con dos equilibrios, sin embargo considerando la informacion
espectrofotométrica de la Figura 6.7, en el que se observa un cambio en el comportamiento
espectral en las longitudes de onda 258 y 295 nm en un valor cercano a 5, se decidid
considerar un valor de pK, adicional a los anteriormente reportados en la Tabla 6.2,
plateando el equilibrio siguiente:

HsL H,L H.L L
| | | > pH

Por lo tanto para la alimentacién de SQUAD; en la Tabla 6.3 se muestran los valores
ingresados y un resumen de los modelos quimicos obtenidos, indicando los valores de log
B, asi como también los parametros estadisticos obtenidos en el refinamiento para cada

una de las réplicas.
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Tabla 6.3: Recopilacidn de datos obtenidos para un modelo de tres equilibrios.

Log B 1° Réplica
Constantes
Propuesto Log B pKa c U
13 10.6388 £ 0.0558  10.6388
3 ctes 17 14.6405 £ 0.0570 4.0780 3.4200E-03  6.8539E-03
17.5 15.0643 £ 0.0738 0.4238
Log B 2° Réplica
Constantes
Propuesto Log B pKa c U
13 10.5164 £ 0.0955 10.5164
3 ctes 17 14.0402 £ 0.0950 3.5238 4.5283E-03 1.2016E-02
17.5 14.4358 £ 0.1160 0.3956
Log B 3° Réplica
Constantes
Propuesto Log B pKa c U
13 10.4282 £ 0.0497 10.4282
3 ctes 17 14.3793 £ 0.0515 3.9511 3.1897E-03 5.9619E-03
17.5 14.7090 £ 0.0589 0.3297

De acuerdo a los resultados que se muestran en la Tabla 6.3 se observa que el programa

presenta un buen refinamiento con estos tres equilibrios, con valores adecuados para la

suma de los cuadrados (U) tanto como de desviacion estandar de los datos (o) los cuales se

encuentran cercanos en el intervalo de £ 0.001 a £ 0.004; lo que indica que el modelo

quimico se ajusta.

Sin embargo, al realizar el grafico de los coeficientes de absortividad calculados por SQUAD

(Figura 6.11) se observa que refina los mismos coeficientes de absortividad molar para dos

especies acido-base distintas, ya que se obtiene una banda espectral similar para las

especies HLy HaoL.
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Figura 6.11: Coeficientes de absortividad para el LQM 919 [5.759E™] calculados por SQUAD
para tres equilibrios.

Debido a que el programa SQUAD asocia coeficientes de absortividad molar muy similares
a dos especies distintas, se procedio a trabajar solo con dos constantes de equilibrio esto
sin descartar la existencia de un tercer valor de pK,, donde para poder refinar el tercer
valor de pK,, seria necesario extender el intervalo de pH trabajado y descartar la hidrélisis

del compuesto; por lo que ahora se considerara el siguiente equilibrio:

HaL Hil L
= | > pH

En la Tabla 6.4 se muestra un resumen de valores alimentados, indicando los valores de log
B, y los parametros estadisticos obtenidos para cada una de las réplicas.
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Tabla 6.4: Recopilacién de datos obtenidos para un modelo de dos equilibrios.

Log B 1° Réplica
Constantes
Propuesto Log B pKa c U
4.5 4.0052 £0.0160  4.0052
2 ctes 3.4874E-03  4.1229E-03
4 4.4345+£0.0351 0.4293
Log B 2° Réplica
Constantes
Propuesto Log B pKa o U
4.5 3.5271+0.0166  3.5271
2 ctes 5.0837E-03  1.0363E-02
4 3.9262 +0.0513  0.3991
Log B 3° Réplica
Constantes
Propuesto Log B pKa (o) U
4.5 3.9526 +0.0123 3.9526
2 ctes 3.1967E-03  4.4146E-03
4 4.2838 £+0.0283  0.3312

Como se observa en la Tabla 6.4 el programa SQUAD refinay converge de manera adecuada

para estos dos equilibrios estudiados, ademas de seguir contando con buenos valores

estadisticos.

Para la propuesta de estudio de dos equilibrios se graficaron los coeficientes de absortividad

tedricos (Figura 6.12); observando asi, que para este modelo quimico el programa SQUAD

puede distinguir entre las diferentes especies estudiadas.
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Figura 6.12: Coeficientes de absortividad para el LQM 919 [5.759E] calculado por SQUAD para
dos equilibrios.

Dado que el valor de U es la suma de parametros residuales, es importante considerar el
buscar el valor minimo de U; dicho valor indica que tan significativa es la diferencia entre el

modelo tedrico y los resultados experimentales.

59



1.20

1.00

0.80

0.60

Absorbancia

0.40

0.20 \C\‘\

:t; s o2 ®
""" — =y
0.00 L= S5
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310

Longitud de onda (nm)

1.09T 1.51T o 3.21T e 4.17T e 555T e 6.55T e 9.86T
1.09E 1.51E —3.21E ——4.17E ——5.55E ——6.55E ——9.86E

Figura 6.13: Absorbancias tedricas VS absorbancias experimentales del LQM 919 [5.759E7].

Dicha significancia se puede observar en la Figura 6.13 al representar de manera grafica las
absorbancias experimentales y las absorbancias calculadas por SQUAD, donde se observa

gue ambas absorbancias son practicamente iguales.
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Conclusiones

En este trabajo experimental se llevd a cabo el estudio de algunas propiedades
fisicoquimicas en medio acuoso a 25°C, como son la estabilidad y la determinacion de las
constantes de acidez mediante el empleo de espectrofotometria UV-Vis y programas

computacionales.

En el estudio de la estabilidad del (4-bromofenil) carbamato de etilo en funcién del pH, se
determind que el compuesto presenta una estabilidad en solucidén a partir del segundo dia,
ya que practicamente no se tiene variacion en los valores de absorbancia en dicho periodo
de tiempo. Por lo tanto las especiaciones quimicas se llevaron a cabo el segundo dia

garantizando estabilidad en el sistema durante la misma.

Con la ayuda del programa computacional TRIANG se determiné que se tienen 3 especies
acido-base que absorben radiacion electromagnética de manera diferente, ademas de

sustentarlo con la propuesta de un equilibrio acido-base de la molécula.

Mediante los espectros de absorcion se obtuvo el modelo quimico que considera la
presencia de dos equilibrios acido-base, refinando dos constantes de acidez 3.9526 + 0.0123

y 0.3312 £ 0.0283 con el uso del programa computacional SQUAD.

61



pH

pH

Anexos

7.3
7.1

69 @8

6.7
6.5 ‘

6.3 @

6.1
5.9
5.7
5.5

7.3

7.1

6.9

6.7

6.5

6.3

6.1

5.9

5.7

5.5

Anexo 1:

Estabilidad de pH

Comparacion de la estabilidad del pH en medio neutro en funcién del

S

o«
@ o'

500

1000

1500

Tiempo (min)

2000

tiempo

2500 3000

e Neutro 1°Rep

" ]
3500 4000
Neutro 2°Rep

4500 5000

e Neutro 3°Rep

Estabilidad del pH en medio neutro en funcién del tiempo (Rep. 1)

500

1000

1500

2000 2500 3000

Timepo (min)

3500 4000

4500 5000

62



pH

pH

7.3

7.1

6.9

6.7

6.5

6.3

6.1

7.3

7.1

6.9

6.7

6.5

63 ¢

6.1

5.9

5.7

5.5

Estabilidad del pH en medio neutro en funcién del tiempo (Rep. 2)

500

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Tiempo (min)

Estabilidad del pH en medio neutro en funcién del tiempo (Rep. 3)

500

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Tiempo (min)

63

5000

5000



pH

pH

13.50
13.45
13.40
13.35
13.30
13.25
13.20
13.15
13.10
13.05
13.00

13.50
13.45
13.40
13.35
13.30
13.25
13.20
13.15
13.10
13.05
13.00

Comparacion de la estabilidad del pH en medio basico en funcién del
tiempo

0 500

1000

Timepo (min)

1500

2000

2500 3000

e Basico 1°Rep

3500

4000

Basico 2°Rep

4500

5000

e Basico 3°Rep

Estabilidad del pH en medio bésico en funcién del tiempo (Rep. 1)

0 500

1000

1500

2000

2500 3000

Tiempo (min)

3500

4000

4500

5000

64



Estabilidad del pH en medio basico en funcién del tiempo (Rep. 2)
13.50

13.45
13.40
13.35
13.30
13.25

1320 "
4

pH

13.15
13.10 oo
13.05 ® ®

13.00 e L °
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Timepo (min)

Estabilidad del pH en medio bésico en funcién del tiempo (Rep. 3)
13.50
13.45 ‘$
13.40 o ®
13.35
13.30
T 13.25 °
13.20 J
13.15
13.10

13.05

[ ] [}
[ ]
13.00 e

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Timepo (min)

65



pH

pH

Comparacion de la estabilidad del pH en medio acido en funcion del

1.15
1.13

e
111 =
oo

1.09 [

1.07
1.05
1.03
1.01
0.99
0.97
0.95

500

1000

1500

Tiempo (min)

tiempo

2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

e Acido 1°Rep Acido 2°Rep e« Acido 3°Rep

Estabilidad del pH en medio acido en funcién del tiempo (Rep. 1)

1.15

1.13

1.11

1.09

1.07

1.05

103 @

101 @ o

0.99 |ee

0.97

0.95

500

1000

1500

2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Tiempo (min)

66



Estabilidad del pH en medio acido en funcion del tiempo (Rep. 2)
1.15
1.13
1.11
1.09
1.07
5 1.05 °
1.03 °
1.01 °
0.99
097 @ °

[ [ ]
095 e

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Tiempo (min)

Estabilidad del pH en medio acido en funcién del tiempo (Rep. 3)
1.15 °
[ J
1.13
[ J
1.11 e
a»
1.09 (] [ J { N ] [ J
1.07
T 1.05
1.03
1.01
0.99
0.97

0.95
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Tiempo (min)

67



Anexo 2: Estabilidad de Absorbancia
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Comparacion de la estabilidad en absrobancias en medio basico en
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