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Abreviaturas y Simbolos

A = Absorbancia

BHT = 2,{6)-Di-ter-Butil-p-cresol
(Butilhidroxitolueno)

CD = Ciclodextrina

a-CD = g-ciclodextrina

p-CD = fi-ciclodextrina

y-CD = y-ciclodextrina

HP-p-CD = Hidroxipropil-p-ciclodextrina

cmc = Concentracidn micelar critica

CTBA = Bromuro de Cetiltrimetilamonio

¢ = Coeficiente de absortividad molar

£, » Energla de activacion

SDS = Dodecilsulfato de sodio

SRTBA = Substancias que reaccionan con
el TBA

TBA = Acido 2-tiobarbitdrico

TCA = Acido tricloroacético

TMT = Producto de la condensacién de
TBAy MA

T= Temperatura

t = tiempo

EDTA = Sal sodica del cido etilendiamintetracético
HPLC = Cromatografia de liquidos de alta resolucion

1= Intensidad de la fluorescencia
IAn = ndice de anisidina

IP = Ind\ce de peréxidos

k = constante de velocidad

K = Constante de equilibrio

Aem ® Longitud de onda de emision
A ® Longltud de onda de excitacién
M = molar

mM = milimolar

1M = micromolar

nM = nanomolar

MA = Malonaidehldo

PG = Propilgalato
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Resumen

E! método de! acido tiobarbitirico es uno de los mas usados para la evaluacion de
rancidez a través de la determinacién de malonaldehido (MA) y se basa en la reaccién de
MA con &cido 2-tiobarbittrico (TBA) a temperaturas elevadas (80-86°C). E! producto de
esta reaccion (TMT) ademas de fluorecer, absorbe la luz a §32 nm y ambas propiedades
se aprovechan para su determinacion.

En este trabajo se estudié 1a cinética de la reaccién de condensacion del MA con
TBA en el intervalo de pH de 0 a 2, a temperaturas de 25 a 60 °C, y diferentes
concentraciones de TBA y MA. Con estos resuitados se propuso un mecanismo de la
reaccion. Posteriormente, se probaron substancias como tensoactivos, anilina y iones
Cu®* como posibles catalizadores, pero ninguno de ellos mostré un efecto catalizador

considerable.

Se estudiaron los efectos de la a-ciclodextrina (a-CD), f- ciclodextrina (3-CD), y-
ciclodextrina (y-CD) e hidroxipropil-fi-ciclodextrina (HP-p-CD) sobre la fluorescencia del
procto TMT. Todas ellas mostraron un efecto fortalecedor en el orden u-<f-<HP-fi<y-CD,
mientras que las constantes de inclusion del producto TMT disminuyeron en el orden §-
>HP-f->y->a-CD, Se encontré que la HP-§-CD era 1a dptima considerando su efecto
fortalecedor y la constante de inclusion, y a partir de esto se desarrolié un método
cinético-fluorimétrico para la determinacion de MA con una sensibilidad 0.1 pM a
temperatura ambiente. Ei método desarrollado se prob6 en carne de res y chuleta
ahumada de puerco encontrandose un porcentaje de recuperacion entre el 60 y 100%, los
resultados en general estuvieron de acuerdo con la determinacién espectrofotométrica

tradicional,
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1. Introduccién

1. Introduccion

La quimica supramolecular es un campo de la ciencia, producto de a interaccion
de varias disciplinas, que abarca los aspectos quimicos, fisicos y bioldgicos de las
especies quimicas mas complejas que las moléculas, estas especies quimicas se
mantienen unidas y organizadas por medio de interacclones enlazantes de naturaleza
no covalente y de tipo intermolecular.

El témino Enlace Intermolecular se refiere al apareamiento de iones
(electrostatico), interacciones hidrofdbicas y solvofévicas, puentes de hidrageno, pi-
stacking, e interacciones Van der Waals. (Lehn J.-M., 1995),

Las raices de la quimica supramolecular se extienden sobre la quimica organica
y los procedimientos de sintesis para la construcccién de receptores, en la quimica de
coordinacion y los complejos ian metdlico-ligando, en la fiscoquimica y los estudios
experimentales y tedricos de interacciones, y en la bloquimica y procesos bioidgicos
cuya base es ef enlace a un substrato y el reconocimiento molecular.

El reconocimiento molecular implica ei aimacenamiento (nivel molecular) y la
recuperacion de informacién estructural de fas moléculas (nivel supramolecular). Se
han estudiado, muchos tipos de receptores tales como éteres corona, criptandos,
esferandos, cavitandos, calexarenos, ciclofanas, criptofandos, ciclodextrinas, entre
ofras. Es comun utilizar los términos huésped y anfitrion para designar a los
componentes de una interaccion supramolecular en donde un anfitrion o receptor es un
macraciclo y su huésped una especie pequefia que se introduce en su cavidad. Esta
terminologia es equivalente a una mds antigua que trata este tipo de interaccién como
un proceso de inclusién.

&



1. Introduccén

Por ofro lado, la combinacién del reconocimiento molecular con las funciones
reactivas, genera reactivos y catalizadores supramoleculares que operan en procesos
de dos etapas principales: Reconocimiento de! substrato y su transformacién en
productos. Olros receptores modificados actiian como acarreadores para el transporte
selectivo de diferentes substratos a través de membranas artificiales o biolégicas.

Asl, el reconocimiento molecular, la reactividad y el transporte, representan las
tres caracteristicas basicas de la quimica supramolecular, y el disefio de entidades
supramoleculares de actividad sumamente aspecifica es una linea de investigacion y
desarrollo con grandes especlativas y un sin nimero de aplicaciones en diferentes
dreas de la ciencia (Lehn J.-M., 1993).

La quimica supramolecular puede dividirse en dos areas: 1) supermoléculas,
blen definidas, especie?s oiigomoleculares discretas que resultan de la asoclacion
intermolecular de algunos componentes (receptor y su substralo) siguiendo un
esquema basado en los principios del reconocimiento Intermolecular; 2) uniones
supramoleculares, entidades polimoleculares que resultan de la asoclacién espontanea
de un largo e Indefinido nimero de componentes dentro de una fase especifica
tenlendo una organizaclén microscdpica mds o menos bien definida y caracteristicas
macroscdpicas dependlentes de su naturaleza por ejemplo en lo referente a estructura,
pueden presentarse capas, membranas, vesiculas, micelas, fases mesomorficas,
estructuras en estado sélido, etc. (Lehn J.-M., 1985),

Las ciclodextrinas son substanclas comlnmente usadas en sistemas
supramoleculares y fueron las primeras moléculas receptoras cuyas propiedades
enlazantes hacia moléculas orgénicas fueron reconocidas y ampliamente estudiadas,
dando una amplia gama de resultados en aspectos fisicos y quimicos de la
complejacion molecular. Asi, muchas investigaciones sobre el enlace a un substrato
(Bender y Komiyama, 1978) se han realizado con ciclodextrinas naturales o sustituidas
con el objeto de desarrollar enzimas artificiales para procesos biomiméticos.

&
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I, Introduccién

En este trabajo las ciclodextrinas se emplearon como un medio fortalecedor de
la fluorescencia del producto de la reacclén entre malonaldehido {MA) y el acido 2-
tiobarbiturico (TBA). El efecto de fortalecimiento de la fluorescencia se logra gracias a
la formacion de un sistema supramolecular constituido por el TMT y las ciclodextrinas,
que en este caso fueron la a-, f-, y-, @ hidroxipropil-p-ciclodextrina.



2. Amuhnm
2 Antecedentes

2.1 importancia de la Determinacién de Rancidez en Alimentos.

Las grasas y los aceites pueden sufrir diferentes transformaciones que ademas de
reducir ei vaior nutritivo del alimento producen compuestos volatiles que imparten olores y
sabares desagradables; haciéndolo inaceptable para el consumidor, esta se debe a que el
enlace éster de los acilglicéridos es susceptible a la hidrdlisis quimica y enzimatica, y a que
los &cidos grasos insaturados son sensibles a reacciones de oxidacion. El grado de deterioro
depende del tipo de grasa o acelte, sin embargo, los mds sensibles son generalmente los de
origen marino, seguldos por los aceites vegetales y finaimente por las grasas animales.

El término rancidez se usa para describir los diferentes mecanismos a través de ios
cuales se alteran los (ipidos y se ha dividido en dos grupos: lipdlisis o rancidez hidrolitica y
autoxidaclén o rancidez oxidativa; la primera se genera cuando las lipasas liberan acidos
grasos de los triacilglicéridos, mientras que la segunda se refiere a fa accién del oxigeno y
de las lipoxigenasas sobre las insaturaciones de ios cidos grasos (Badul, 1983),

La oxidacién de lipidos es una de las mayores causas del deterioro de alimentos y por
elio es de gran importancia econémica para [a industria alimentaria. Sin embargo, en otros
casos, esta puede ser indispensable para obtener el desarrollo de olor y sabor
caracteristicos de algunos alimentos, tal es el caso de los quesos madurados en los que una
oxidacién parcial y controlada de lipidos les confiere caracteristicas sensoriales muy
complejas y dificiles de obtener por otros medios (Fennema, 1985).

Los productos primarios de la reaccién de lipidos con el oxigeno del aire son

hidroperdxidos. Estos son Inestables y su descomposicion produce diversos productos como
carbonilos, alcoholes y ésteres con propiedades (olor y sabor) desagradables. Ademas, se

&



2. Antecedences

ha encontrado que estdn relacionados con enfermedades del corazén, cancer vy
envejecimiento en animales (Chio y Tapel, 1869).

Por todo esto es importante poder evaluar la extensién de la oxidacién lipidica en
alimentos. Existen varios métodos que determinan caracteristicas de las grasas y aceites o
la concentracién de algunos compuestos que pueden variar con el grado de oxidacién de los
lipidos.

2.2 Métodos para Medir Rancidez Oxidativa.

La oxidacldn de lipidos es un proceso sumamente complejo y hay muchas formas de
medir la extensién de los cambios que ocurren en los alimentos debidos a ella. Los
pardmetros usados para medirla se dividen en primarios y secundarios. Los primeros
incluyen: demanda de oxigeno, pérdida de écidos grasos poli-insaturados y formacidn de
hidroperéxidos. En el segundo grupo estdn: formacidn de carbonilos (determinados como
dinitrofenilhidrazonas o por cromatografia de gases), formacién de malonaldehido (prueba
del dcido tiobarbiturico), formacién de hidrocarburos como pentano (Gray y Monahan, 1892,
Wade y Van Rij, 1985) y la formacién de productos fluorescentes (estructuras 1-amino-3-
iminopropeno) (Gray y Monahan, 1892; Kamarei y Karel, 1984).

En situaciones donde la oxidaclén ocurre aceleradamente como en las cames cocidas
en que los productos primarios se descomponen rapidamente a productos secundarios
estables es mas aproplado considerar estos Uitimas como un indice de fa oxidacién de
lipidos (Gray y Monahan, 19962).

&



2. Antecedentes
Indice de Peréxidos (iP)

Los peroxidos pueden ser medidos por técnicas basadas en su habilidad para liberar
yodo a partir de yoduro de potasio, o para oxidar los iones ferroso a férrico. Su contenido se
expresa usualmente en términos de millequivalentes de oxlgeno por kilogramo de grasa. Se
han desarrollado diferentes métodos para evaluar el Indice de peréxidos con el fin de
aumentar su exactitud, pero en general resultan muy emplricos y debido a que los peréxidos
estdn sujetos a reacciones secundarias de degradacidn, se limitan a las primeras etapas de
la oxidacidn. Durante la oxidacion los perdxidos alcanzan una concentracién maxima que
después disminuye debido a su descomposicidn. Este analisis es poco exacto en productos
deshidratados y en aquellos que tienen un contenido bajo de llpidos (Fennema, 1985; Badul,
1993)

Compuestos Carbonilicos Voiitiles y Totales

Los métodos para la determinacion de compuestos carbonilicos totales estan basados
en fa medicidn de las hidrazonas producidas de fa reaccién de aldehldos y cetonas
(productos de fa oxidacién) con 2,4-dinitrofenilhidrazina. Sin embargo, en las condiciones
experimentales empleadas para estas pruebas, los compuestos carbonliicos pueden ser
generados por la descomposicion de substratos Inestables como hidroperéxidos que
interfieren en los resultados. Los Intentos que se han hecho para minimizar esta interferencia
incluyen la reducclon de hidroperéxidos & compuestos no carbonllicos antes de la
determinacion de carbonilos o reallzar la reaccion a baja temperatura,

La mayor parte de los compuestos carbonilicos de grasas oxidadas son de alto peso
molecular y no contribuyen directamente al aroma y sabor del alimento, as! se han
desarrollado técnicas para separar y medir los compuestos carbonilicos volatiles. En la
mayoria de los casos los cornpuestos volatiles se recuperan por destilacion a presién
reduclda y los compuestos carbonllicos se determinan con los agentes apropiados

(Fernema, 1985).



2. Antecodentes
indice de Anigidina (IAn).
En presencia de dcido acético, la p-anisidina reacciona con aldehidos produciendo
una coloracién amarilienta con un méximo de absorbancia a 350 nm. siendo esta reaccion la
base del indice de anisidina.

El /An se define como 100 veces la absorbancia de la solucidn resultante de la
siguiente mezcla de reaccién: 1 g de grasa o aceite en 100 mi de iso-octano y p-anisidina,
medida a 350 nm en una celda de 10 mm de paso 6ptico.

La prusba determina el nivel de aldehidos, principaimente 2-alquenales. Ei /An es
particularmente Util para aceites adulterados o sometidos a tratamientos térmicos severos
con bajos /P como los aceites de fritura (Allen y Hamiiton, 1989).

indice Totox
A menudo el /An se usa en conjuncién con el /P para calcular el indice total de
oxidacidn, indice Totox:

IndoeTotx =2P+1n

El Indice Totox se considera Utll por combinar, en forma figurativa, el pasado y
presente de {a grasa o aceite. Puede usarse también en aceites tratados en condiciones
drésticas u oxidados rapidamente por otras razones como por efecto de prooxidantes (Allen
y Hamilton, 1989).

Prvaba de Krels

Tiene la ventaja de ser répida e indicar rancidez incipients. Esta fue una de las
primeras pruebas usadas para evaluar la oxidacion de grasas, e Inciuye la produccion de
una coloracion roja cuando el Auoroglucinol reacciona con la grasa oxidada en una solucién
acida. Se dice que los compuestos responsables del color de la reaccién de Kreis son

&



2. Antecodentes

epoxialdehldos o sus acetales. Sin embargo, otros estudios (Paton, et &/, 1851) musestran
que el malonaldehido da también color y se ha sugerido que ya que el 2,3-epoxipropanal
(epihidrina) y el malonaldehido son isdmeros, entonces el 2,3-epoxipropanal puede formarse
por un rearreglo del malonaldehido durante la oxidacidn de ciertos acidos grasos. La prueba
puede realizarse cualitativa 0 cuantitativamente (Fennema, 1985; Allen y Hamilton, 1989).

Eepectrofotometria Ultravioleta

La medicién de la absorbancia a 234 nm (dienos conjugados) y 268 nm (trienos
conjugados) se usa aigunas veces para monitorear ia oxidacioén. Sin embargo, la magnitud
del cambio no se relaciona facilmente con el grado de oxidacién excepto en las etapas
tempranas (Fennema, 1985).

Prusba de Oxirano

Este método se basa en la adicion de haluros de hidrégeno al grupo oxirano, El
contenido de epoxido se determina por la titulacién de la muestra con HBr en acido acético,
en presencia de cristal violeta, hasta llegar a un color verde en el punto final. Sin embargo, la
prueba es poco especifica y sensible. Los haluros de hidrdgeno también atacan carbonilos a,
p-insaturados y dienoles conjugados, y esta reaccion no es cuantitativa con algunos
epdxidos trans (Fennema, 1985).

indice de Yodo

Esta prueba es una medida de los dobles y triples enlaces en una grasa y se expresa
en téminos del yodo absorbido, La disminucion en el indice de yodo se toma como una
medida de la reduccion de dcidos dlendicos durante el curso de la autoxidacion (Fennema,
1985).

&



2. Antecodentas

Fluorescencia

Algunos compuestos fluorescentes pueden desarrollarse a partir de la interaccién de
compuestos carbonllicos con ciertos constituyentes celulares con grupos amino libres. La
detecclén de productos de oxidacidn en sistemas bloldgicos por métodos de fluorescencia es
una técnica relativamente sensible (Fennema, 1985; Kamarei y Karel 1984),

Andlisis Sensorial

Puede hacerse un andlisis sensorial para determinar si una grasa o aceite esta
oxidado, este debe hacerse con jueces entrenados y bajo condiciones controladas para
obtener buenos resultados. A pesar de que la evaluacion puede resultar muy subjetiva, hay
trabajos que muestran que puede haber buena correlacidn entre este método y otros de tipo
cuantitativo como el del TBA e /P (Salih ef a/. 1987; Badul, 1983; Fennema, 1985).

2.3 Método del Acido Tiobarbiturico

El método del acido tiobarbitlrico, con sus diferentes variaciones, es un método
ampliamente usado para medir el grado de la oxidacidn lipidica en cames. El principio bésico
del método es la reaccién del malonaldehido MA y dcido 2-ticbarbiturico TBA para formar un
aducto que puede cuantificarse espectrofotométricamente. El método puede realizarse por
a) destilacion del malonaidehido de la carne (Tarladgis et al., 1960, Rhee, 1978; Ke et al.,
1884), b) calentando directamente ei alimento con TBA seguido de la separacién del
pigmento producido (Tumer ot al., 1854; Uchiyama y Mihara, 1978), c) haciendo reaccionar
el extracto lipidico con TBA (Pikul et al., 1983, 1889), y d) extraer el malonaldehido con
soluciones 4cidas y después hacerlo reaccionar con TBA (Witte et al., 1970; Sallh ot al.,

1887)



2. Antecedentes

Se supone (Pegg 6! al.,1992) que la reaccién en la que se basa el método ocurre
entre dos moléculas de acido 2-tiobarbiturico y una de malonaldehido:

o OH o OH
0
H ¢ CH g Ho+ 2 /1 = HNWNH
-C-CH;-C- + 2
Hs’J\N OH S)\N oH 07 u/l\s

Malonaldehido (MA)  Acido 2-Tiobarbitlrico (TBA) ™T (1)

Esta ecuacién muestra Unicamente la relacion estequiométrica de- MA y TBA sin
describir las especies reales nl el mecanismo a través del cual se realiza la reaccién.

A pesar de que el método de destilacién es el mas empleado y puede verse como el
método estdndar de analisis de MA, es mas complicado y requiere de mas tiempo que el
método de extraccién acida. Ademas, el calentamlento durante la destilacion contribuye a la
degradacion de los hidroperdxidos de manera que se cuantifica MA adicional y otras
substancias que reaccionan con el TBA (SRTBA) que pueden formarse aun en presencia de
agentes quelantes y antioxidantes (Gutteridge y Quinlam, 1983; Raharjo y Sofos,1893). Por
otro fado, muchos autores prefieren el método de extraccién acuosa por su simplicidad y
porque sus resultados tienen buena correlacion con los del método de destilacion (Pikul et
al., 1989) y métodos de evaluacion sensorial (Salih et al., 1987 ).

Para eliminar Interferencias se han desarrollado algunas modificaciones al método por
ejemplo; Bird et al., (1983) usaron HPLC para cuantificar el malonaldehido. Otros trabajos
emplean un paso de purificacion anterior al HPLC (Draper y Hadley, 1880; Squires, 1990) o
determinacion espectrofotométrica (Raharjo et al., 1982,1993) usando extraccion en fase
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2, Antecedentes

sdlida (cartucho C,,) para eliminar substancias de interferencia de la mezcla de reaccién con
lo cual lograron aumentar la sensibilidad y especificidad del método. Esto se atribuye a la
concentracion realizada por el cartucho de C,, del producto TMT después de la reaccién. Sin
embargo, estos procedimientos no resultan viables para andlisis de rutina debido al tiempo
que requieren para ejecutarse.

Nickos et al., (1994) sugieren una extraccion en fase acuosa con acido tricloroacético
(TCA) en presencia de hexano y butilhidroxitolueno (BHT), seguida de la reaccion con TBA y
cuantificando después el complejo con la tercera derivada del espectro de absorcion. Este
procedimiento puede ser interesante pues parece mejorar la sensibilidad y especificidad del
método.

Como ya se menciond, un tipo de interferencia que presenta este método os la
reaccion con otros aldehidos como es el caso del formaldehido que produce un complejo
con el TBA, disminuyendo el TBA disponible para la reaccion con el MA cuya relacion debe
ser de TBA a MA >1000 para el desarrollo éptimo de color (Careche y Tejada, 1987),
ademds, si se encuentra en una concentracién mayor a 25 mg/mL existe la formacion de un
precipitado blanco que enturbia la solucién dando lecturas erréneas y que no puede
eliminarse por fitracion pues se ocluye en é parte del complejo TMT (Almandds ef al., 1988).

Dentro de este tipo de Interferencias de la prueba se encuentran también las
producidas por azdcares, razon por la gue la prueba no es muy usada en productos ricos en
estos compuestos, Para eliminarla Bramlage y Du (1992) sugieren el uso de curvas estandar
para malonaldehido y sacarosa determinados con TBA. En este procedimiento, miden la
absorbancia del producto de la reaccion sacarosa-TBA a 440, 532 y 600 nm , mientras que
la absorbancia para el TMT la registran a 5§32 y 600 nm. En ambos casos, la absorbancia a

600 nm sirve para corregir la abisorbancia por turbidez no especifica y relacionando las
absorbancias a 532 y 440 nm es posible corregir la absorbancia a 532 nm para e HA.
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2. Antecedentes

Como ya se menciond, uno de los problemas que presenta la prueba del TBA en la
modalidad de destilacion, es la formacion de productos de oxidacién adicionales, debidos al
calentamiento. Como una forma de disminuir este efecto Tomas y Funes (1887), sugieren la
adicion de antioxidantes como el propilgalato (PG) y agentes quelantes como el EDTA
durante el proceso de homogeneizacion de la muestra. Esto resultd especialmente efectivo
en el caso de muestras de pescado pues en cames de puerco Y de res, los resultados no
fueron significativamente diferentes respecto a los casos en que no se afadieron los

compuestos mencionados sobre todo en lo que se refiere al PG,

'El procedimiento basico para la prueba del acido tiobarbitdrico empleado por Heath y
Packer (1968) es el siguiente: 2 mL de acido tricloroacético (TCA) al 20% y1mL de TBA al
0.67% se afiaden a 2 mL del extracto de la muestra. La mezcla se calienta en un bafio de
agua hirviendo por 15 min, después es enfriada rapidamente con agua corriente, y se
centrifuga a 15000 rpm por 15 min. El sobrenadante se afora a 10 mL con agua destilada y
se lee la absorbancia a 532 nm. Este procedimiento se empled en un estudio realizado en
plantas, para lo que 10 g del tejido a analizar se homogeneizaron con 50 mL de acetona fria;
fitrando después en papel Whatman No. 4. El filtrado se lleva a 75 mL con agua destilada, y
este extracto es el que se hace reaccionar.

Para muestras de carne, Raharjo et al., (1992) empiean la siguiente téchica para la
preparacion de la muestra; 10 g de carne se homogeneizan con 40 mL de TCA ai 5% por 1
min, afadiendo antes 15% de BHT en base al contenido de grasa de la muestra. E!
homogeneizado se centrifuga a 10 000g por 5 min, El sobrenadante se decanta y se filtra a
través de un filtro de fibra de vidrio Whatman grado C en un matraz volumétrico de 50 mL
aforando después con TCA al 5%. Entonces 2 mL del filtrado se hacen raccionar con 2 mL
de solucion de TBA cuya concentracion 6ptima segun sus resultados es de 80 mM con

&
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2, Antecedentes
La curva estandar de calibracion se prepara disolviendo 246 mg de
bis(dimetilacetaimalonaldehido) en 100 mL de agua destilada y desionlzada. Diluyendo esta
solucién con 4acido clorhldrico 0.01 M se obtienen diferentes concentraciones para la curva
estandar (Du y Bramlage., 1992).

El coeficiente de absortividad molar del TMT publicado por Du y Bramlage (1992) es
de 1.61x10° M cm™ y estos autores citan otro trabajo en el cual se reporta un coeficiente de
absortividad molar de 1.57x10° (Albro et al., 1986) que permite detectar aproximadamente
una concentracién 0.3 uM del producto por espectrofotometria. Sin embargo, el método se
conslidera poco sensible (Raharjo et al., 1992).

Al mismo tiempo, el TMT es una substancla fluorogénica de tal manera, que es
posible conocer su concentracion fluorimétricamente (Yagi y Yakl, 1982). Se conoce que la
sensibilldad en fluorescencia normalmente es mucho mayor que en espectrofotometria. Sin
embargo, los métodos para la prueba del TBA con deteccion fluorimétrica muestran una
sensibilidad de 0.1 uM (Yagi, 1984; Richard et a/.,1992; |katsu e! a/., 1992; Wasowicz e! a/.,
1993), es decir tienen una sensiblidad del mismo orden que los métodos
espectrofotométricos.

Reclentemente se publicd un método clnético-fluorimétrico para determinar MA
(Espinosa-Mansilla et al, 1996) con una sensibllidad muy elevada; el limite de deteccién
determinado en este trabajo s 1.1 ng/mL, que es equivalente a 0.015 M. Sin embargo, las
razones de esta elevada sensibilidad no quedan claras y tampoco son discutidas por los
autores.

E|l mismo trabajo reportd los primeros y muy limitados datos acerca de la cinética de

reaccion entre el MA y TBA. La cinética fue caracterizada con una constante de velocidad de
segundo orden y una energla de activacién de 10.9 kcalimol.
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2. Antecedontes

Como sera mostrado mas adelante (Capltulo 5), la cinética es méas complicada y no
obedece la ley de segundo orden. Ninguna de las conclusiones sobre el mecanismo de
reaccion se hicieron con base a los datos publicados en la referencia.

Vale la pena mencionar que procesos de condensacion en medio acuoso, a los cuales
pertenece la reaccidn (1), normaimente son reversibles (Jencks, 1987). Si es asl, la
sensibilidad del método podria aumentarse en condiciones que desplazaran:e! equilibrio de
la reaccion a la derecha. Sin embargo, la reaccidn (7) no ha sido bien caracterizada en
téminos de su cinética y equilibrio, de manera que no es posible proponer un mecanismo
para la reaccion, ni buscar condiciones experimentales adecuadas para mejorar las
caracteristicas analiticas del método,



3. Objetivos
3 Objetivos

Del capitulo anterior tenemos que:

-No hay estudios detallados sobre la cinética de la reaccién TBA y MA, tampoco

estudios que puedan establecer su reversibilidad o elucidar el mecanismo a través del cual
se lleva a cabo.

-Uno de los principales inconvenientes del método es su falta de sensibilidad, a pesar
de que se han hecho esfuerzos por mejoraria; las modificaciones llevan a métodos
complicados, y muy tardados lo que hace dificll su aplicacion en muestras grandes.

-Por otro lado, el tiempo y la temperatura de incubacion, en varios de jos métodos
reportados son muy altos y resultaria muy convenlente tener un métado cuyas condiciones
fueran menos drasticas ademas de ser més sensible.

Asl, los objetivos de este trabajo son:

~ Estudiar Ia cinética de la reaccion TBA-MA,

v Buscar un catalizador adecuado que permita disminuir fa temperatura y el tiempo de
la determinacion.

v Estudiar Ia posibliidad de mejorar la sensibilidad de la determinacion fluorimétrica
del TMT utilizando ciclodextrinas como un medio de aumentar o fortalecer su fluorescencia.

&



4. Metodologla
4 Metodologia

El producto de la reaccion TBA-MA fue detectado por espectrofotometria y fluorimetria.

4.1 Espectrofotometria

Las técnicas folométricas estan basadas en la capacidad que tienen las substancias
de interactuar con fa radiacién electromagnética. Puesto que cada especie alslada de lon,
atomo o molécula exhibe un conjunto de niveles de energla definidos, absorbera sélo las
frecuenclas electromagnéticas que corresponden a la excitacion de un electrén de un nivej
energético a ofro.

Cuando una onda electromagnética de longitud de onda definida incide sobre una
sustancia, se registra cierta pérdida de poder radiante, P. Esta pérdida se debe a los
fenémenos de reflexion, dispersion y absorcién que se presentan mientras el haz atraviesa
una muestra. De estos, la absorcion es el que contribuye significativamente a la perdida de
poder radiante P que se define como la cantidad de energla transmitida en forma de
radiacién electromagnética por unidad de tlempo. La transmitancia T se define como la
relacién de poder radiante de fa radiacién.no absorbida, P, y de la radiacion incidente, P,, de
esta forma, T= P/P, La absorbancia A es el logaritmo decimal de la reciproca de la
transmitancla. ‘

A= Iog-—lf.z-log% (4.1)

A medida que un haz de fotones pasa a través de una substancia absorbente, el
grado de absorcién con respecto a la distancla recorrida es directamente proporcional al
poder del haz de fotones. La reduccion del poder radiante, -dP, puede expresarse como
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4. Metodologla

dP
= kP (4.2)

donde k es una constante de proporcionalidad caracteristica de la substancia absorbente y
de la energla de los fotones, y P representa el poder radiante a cualquier distancia x en el
medio absorbente. Reordenando y separando variables se tiene

_QPB = ~d(In P) = kdx (4.)

es declr, que la fraccion dei poder de radiacién absorbido es proporclonal al espesor del
medio que atraviesa, Si P, es el poder de radiacion a x=0 y que P es el poder de la radiacién
transmitida que emerge del medio absorbente a x=b, 1a ecuacion (4.3) puede integrarse con
respecto al total del trayecto de la radiacion:

~[pdinP=kfde (4.4)
P
InP-InP= ln-P-=kb (4.5)

Esta es la Ley de Lambert que indica que para una concentracién dada de
absorbente, el poder radiante de la luz transmitida. que previamente se ha logrado que sea
paralela plana y que entre al medio absorbente formando angulos rectos con el plano,
disminuye logaritmicamente a medida que fa longitud del trayecto aumenta en forma lineal.

Por su parte, Beer determind que, al aumentar la concentracidn del absorbente, se
producla el mismo efecto que un aumento proporcional en la longitud del frayecto de
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4. Metodologla

absorcion de la radiacion. Asi, ia-constante de proporcionalidad k es a su vez proporcional a
ia concentracién de soluto absorbente,

k=aC (4.6)

Usando logaritmos de base 10 y combinando las ecuaciones (4.5) y (4.6) se tiene la lamada
ley de Lambert-Beer

A= log% =ghc (4.7)

donde:
A es la absorbancia
b es ia longitud de la celda en cm
¢ es la concentracién en moill y
¢ es el coeficiente de absortividad molar

Para la substanclas que siguen la ley de Beer, el coeficiente de absortividad molar ¢
es independiente de la concentracion y 'ongitud de la trayectoria dptica, es una verdadera
constante caracteristica, determinada por la naturaleza de la substancia absorbente en si
misma, el disoivente y por la iongitud de onda da la radiacién incidente (Willard ef al., 1881)

Una de las limitantes de este método es que en las discluciones con concentraciones
que generan absorbancias mayores a 1.5 se presentan desviaciones de la ley de Lambert-
Beer.

Para el compuesto que nos ocupa se reportan maximos de absorcidn de §30-536 nm
y un coeficiente de absortividad molar de 1.61x10° M cm™ (Du y Bramlage, 1992) y
1.57x10° (Albro at &/., 1986).
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4. Metodologia
3.2 Fluorimetria

Muchas substancias tienen la capacidad de fluorescer, es decir, absorben radiacidn
de longitudes de onda corta y luego emiten radiaciones de longitudes de onda mas largas.
Bajo ciertas condiciones, éstas presentan una intensidad de fluorescencia que puede
relacionarse facllmente con la concentracién a través de una ecuacion de la misma forma
que (4.7)

I=iC (48

donde / es un coeficiente de proporcionalidad y ¢ es la concentracién de la sustancia
fluorogénica. La ecuacion (4.8) es correcta sélo cuando la absorbancla de la substancia
fluorogénica es menor que 0.05 (Harris, 1887). El coeficiente / normalmente es muy grande y
el método permite detectar concentraciones del orden de 10° a 10”7 M, es decir, es muy
sansible,

Las bases para el fenémeno de fluorescencia son, primeramente, la excitacién de las
especies a un nivel electrénico superior mediante la absorclon de radiacion
electromagnética, segundo, pérdida de parte de la energla suplementaria por medio de
colisiones, y tercero, radiacién, después de un periodo muy corto, de menor energla de la
que fue absorbida.

Los datos sobre fluorescencia del TMT se presentaran en la discusién (Capitulo 7).

&
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4. Motedelogla
4.3 Reactivos

- Malonaldehldo bis{dietil acetal) (Aldrich)

- Acido 2-tiobarbitarico (Aldrich)

- Butilhidroxitolueno (2,[8]-Di-ter-Butil-p-cresol), BHT, (Sigma)
- Acido perclérico 70% (Mallinkrodt)

- Dodecilsulfato de sodio, SDS (Bio-Rad)

- Bromuro de Cetiltrimetilamonio, CTBA (Aldrich)

- Triton-X-100 (Aldrich)

- Cloruro de cobre (11) (Sigma)

- Anilina (Aldrich)

- a-ciclodextrina, a-CD (AMAIZO)

- B-ciclodextrina, p-CD (AMAIZO)

- y-ciclodextrina, y-CD (AMAIZO)

- Hidroxipropil-p-ciclodextrina, HP-p-CD (AMAIZO)

Cabe mencionar que todos ellos fueron grado RA.

4.4 Disoluciones

4.4.1 Disoluciones de Maionaldehido (MA)

Se prepar6 semanalmente una disolucién de malonaldehido bis(dietil acetal) 3 mM, a
partir de esta se prepararon diarimente las soluciones de trabajo, en todos los casos el
disolvente fue acido perclérico 0.1 M preparado a partir de acido g~rclérico al 70%. Se sabe
que en medios acidos el malonaldehldo bis(dietil acetal) se hidroliza para formar MA.

&



4. Metedologla

4.4.2 Disolucionss de Acido 2-Tiobrabiturico (TBA)

Se peso la cantidad necesaria de TBA para preparar soluciones 0.004 a 0.04 M, se
transfird a matraces volumélricos, se disolvid en agua con agitacion vigorosa y calentamiento
moderado y por Gltimo se aforé.

4.5 Muestras

-Carne de res
-Chuleta ahumada de puerco

4.6 Preparaciéon de Muestras

En general se siguié el método de extraccién empleado por Raharjo et al,, (1992). En
ambos casos, se molié una porcidn de carne, de ésta se pesaron 10 g, a los que se afladié
0.02 g de BHT para evitar oxidacion extra y se homogeneizd con 40 mL de dcido perclérico
0.1 M durante 1 min, luego se centrifugd a 10 000 g durante § min, se filtré el supernadante
con papel Wathman No. § en matraces volumétricos de 50 mL y se aford.

Estos extractos fueron empleados para realizar la reaccion con TBA (ver Capltulo 8).
En el caso de la carne de res fue necesario dejar en reposo 12 hr en refrigeracion para
permitir la sedimentacién de proteinas que no fueron eliminadas en la filtracién y antes de
realizar la reaccion con TBA se filtrd nuevamente en papel Whatman No.1.

Las disoluciones que se emplearon en las medidas espectrofotométricas se
prepararon con agua destilada, y las de fluorimetria con agua purificada con un equipo Mili-Q

&,
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4. Metodologia
Reagent Water System; el material empleado aqui fue lavado con dcido y enjuagado con
esta misma agua.

4.7 Equipos

-Espectrofotémetro HP8452A con arreglo de diodos (ventana espectral 120 nm a
820 nm, resolucién de 2 nm) acoplado a un controlador de temperatura Peltier
HP89080 (+0.1°C)

-Espectrofiuorémetro Fluoromax Spex (ventana espectral de 200 nm a 800 nm)
acoplado a un bafio de temperarura controlada (£1°C)

-Procesador de Alimentos (Philllps 2 velocidades)

-Centrifuga IEC HT de Damon/IEC Division

4.8 Mediciones

Para el estudio de la cinética de la reacclén TBA-MA las soluclones de TBA y MA se
estabilizaron por separado a latemperatura de trabajo (generalmente 50 °C), se mezclaron y
la mezcla se transfirié rapldamente a la celda, y se siguié la reaccion midiendo la
absorbancla de! producto a 532 nm. En los casos en que fue necesario, se hicieron ajustes
en las concentraciones de los reactivos principales para introducir las otras substancias con
que se trabajé como SDS, CTBA, Triton-X-100, anilinay Cu®,

Para la parte cinética de fluorimetria en presencla de ciclodextrinas, se solubilizé una
cantidad pesada de la ciclodextrina en la solucién de TBA directamente en la celda, después
se afladio la solucién de MA, y se sigui6 la reaccién a temperatura ambiente registrando la
intensidad de la luz emitida por el producto TMT a 548 nm.

&
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4. Motodologh

Para los estudios del efecto de ciclodextrinas sobre la fiuorescencla del TMT, se
prepararon soluclones del producto (obtenido por incubacion en un bafio de agua hirviendo
por 15 min y posterior enfriamlento en agua con hielo) en dcldo perclérico 0.1 M, con estas
soluclones se disolvid directamente en la celda la ciclodextrina y luego se midié la intensidad
a 548 nm.
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§. Clndtica de la Reacclon TBA-MA

§ Cinética de la Reaccion TBA-MA

Como se menciono en los antecedentes (ver pagina. 14), los datos sobre ia cinética y
equilibrio de la reaccion TBA-MA que se encontraron en la literatura son muy escasos e
incompletos, lo cual nos llevé a hacer una investigacién mas detailada sobre estos puntos.
En nuestro estudio se tomaron en cuenta los siguientes parametros:

~Temperatura

-Concentracion de malonaldehido (MA)
-Concentracién de acido 2-tiobarbitirico (TBA)
-Concentracion de acido perctorico (HCIO,)

5.1 Temperatura

Para estudiar el efecto de la temperatura en el desarrollo de fa reaccion se fijaron las
concentraciones de los reactivas en (a celda:

[MA}=2 uM [TBA]=0.015 M {(HCIO,}=0.05 M

Las soluciones de MA diluido en acido percidrico y TBA se estabilizaron por separado
a las temperaturas de trabajo, luego se mezclaron y la mezcla de reaccidn se virtié en una
celda de cuarzo. La absorbancia def producto-a 532 nm se registro durante 40 minutos. Las
temperaturas fueron: 35, 40, 50, 55 y 60 °C.

En fa figura 5.1 se muestran la curvas cinéticas obtenidas. En estas puede
observarse que hay un periodo inicial en & que no se registra cumento en la absorbancla a

&
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5. Cinddica de 1s Resccién TBA-MA

532 nm lo cual puede indicar que en este periodo ain no existe el productc TMT. Una
interpretacién de esto puede ser que en el inicio de la reaccién se forma un intermediario
incolara que no presenta absorbancia a §32 nm, este intermediario puede estar formado por
una moalécula de TBA y una de MA, a continuacién se adiciona la segunda molécula de TBA
dando lugar al producto de color rosada con absorbancia a 532 nm, que se manifiesta en el
aumento de la absorbancla a esta longitud de onda.

025 -

t{sag)

Figura 8.1, Avance de la reaccion TBA-MA a diferentes temperaturas. (MA}=2 pM, [TBA}J=0.015 M,
[HCIOJ=0.05 M

Tomando en cuenta lo anterlor puede proponerse el mecanismo siguiente para la
reaccion TBA-MA,

MA + TBA ——= X +H,0

&
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3. Cinftica de la Roaccién TBA-MA

X +TBA TMT +H; (5.2)

En estas ecuaciones X representa al intermediario incoloro y TMT es el producto final
con un méximo de absorbancia a 532 nm.

Del modelo representado por las ecuaciones (5.1) y (5.2) se deriva la ecuacién (ver Apéndice
A).

kl[ e—k';( -k e—k’,l
A=¢[Mi), 1—[ o k’; (5.9

donde:
e=coeficiente de absortividad molar del producto final
[MA)o=concentracidn de MA inicial
A=absorbancia
k'=constante de velocidad de pseudo primer orden de la primera etapa
k';=constante de velocidad de pseudo primer orden de 1a segunda etapa

Cabe mencionar que el pardmetro e][MA),, absorbancia infinita, es prporcional a la
concentracién final de TMT.

Las constantes k', y k', incluyen la concentracién de TBA, esta se considera una
constante porque es mucho mayor que la [TBA) necesaria para que feaccione fodo el MA 'y
por ello practicamente no cambia a lo largo de la reaccién. Asl, las ecuaciones (5.1) y (5.2)
de segundo orden se transforman en ecuaciones de bseudoprimer orden.

&,
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Con la ecuacion (5.3} se ajusiaron las curves cindticas de cada iinperiling y bh
todos los casos se obluvieron buenos ajustes que catroburin sf metsnistin piapiesin. En
oste caso, como en el resto del estudio cinéticn, en si sjuste e 188 LIy a6 ki LN
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5. Cindtica de la Reaccidén TBA-MA

ejemplo del ajuste se muestra en (a figura 8.2,
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5. Cldtica de la Reacclon TBA-MA

Con la ecuacioén (5.3) se ajustaron las curvas cinéticas de cada temperatura y en
todos los casos se obtuvieron buenos ajustes que corroboran el mecanismo propuesto. En
este caso, como en el resto del estudio cinético, en ei ajuste de las curvas se empled un
modelo de regresién no lineal de minimos cuadrados a través dej programa Origin 3.5. Un
ejemplo del ajuste se muestra en la figura 5.2,

Om’-
P Mg &
061
|
E onl
8
g
005 |
0 50 W ) 7%

t(sa)

Flgura 8.2, Ajuste con la ecuacién (5.3) de la curva a 50°C presentada en la figura 5.1. Los puntos
son los registros de absorbancia a §32 nm y la linea continua es el ajuste.
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5. Cinitica de la Reaccién TBA-MA

Yabla V.1, Absorbancia infinita y constantes de velocidad para
la reaccidn TBA-MA a diferenles temperaturas. {MA]=2 uM,
{TBA}J=0.015, [HCIO,}=0.05. Durante ei ajuste, el pardmetro
c[MA] 8@ fij6 a su valor calculado con e=1.44x10° M e

Yemperatura | c[MA}, | k' x10" tds | k', x10" :ds
¢ [N (")
35 0.289 32103 49106
40 0.289 42+02 66104
50 0.289 72+0.2 105+04
55 0.289 8.010.08 158103
60 0.289 8.2+:0.07 27.3£07

Los valores de k'; y k'; a diferentes temperaturas se muestran en la tabia V.1. Como
era de esperarse, ambas constantes aumentan con la temperatura. En la figura 6.3 se
presentan fos valores de k', y k'; en funcion de las coordenadas de la ecuacion de Arrhenlus:

-E,

k= Ae ®T (5.4)
E

Ink=1"A"“"m"A"‘ (5.5)

&
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5. Cindtica de s Reacdén TBA-MA

581
80
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44

[
A 11856 2314
B 0626 7450
Re 068168

Ink*®

-

QX0  QOX5 00010 QUMS QRN 00K
1T (1K)

42

Figura 8,3. Gréfica In k'vs 1/T de lu ecuacién de Arrhenius. La linea 1 correspondea In k'y y 2a In k',

Con las pendientes de ias rectas se calculd la energla de activacién para cada etapa,
encontrando que en |a primera la energla de activacién, Euy, es 13.0 1.5 kcal/mol y para la
segunda etapa, £, es 8.0 £ 1,0 kcat/mol.

Estos valores de energla de activacién pueden comparase con E,=10.9 kcalimol,
obtenida por Espinosa-Mansilla et al. (1996) de la dependencia de la velocidad de la
reaccién de la temperatura sin calcular las constantes individuales de cada etapa.
Seguramente el valor publicado es el promedio de los valores de E, para k', y k', que puede
interpretarse como el resultado de que k', y k', contribuyen de manera aproximadamente

&
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5. Clnitica de la Reaccién TBA-MA

equitativa a la velocidad observada en las mediciones del trabajo citado; lo cual es viable si
se observa que k'; y k', son del mismo orden de magnitud.

En la figura V.3 puede observarse que el In k' respecto a 1/T pudiera no tener una
tendencia lineal definida lo cual indicaria que ACp* que se considera como cero para la
deduccion de la ecuacion de Arrhenius no 1o sea. Por ello se intentd ajustar estos puntos con
la ecuacion de Valentiner (Blandamer, M. J. et al., 1982) pero a pesar de que se obtuvierion
buenos ajustes para In k', los pardmetros resultaron muy absurdos (ACp*2600 calimol K,
mientras que los valores mas grandes de ACp* aceptados para los procesos parecidos a
este son 150 cal/mol K) y se decidié conservar el modelo de Arrhenius, De esta manera, la
curvatura que se observa puede deberse a errores de tipo experimental o a que las estapas
de la reaccion que se consideraron elementales no lo sean.

5.2 Concentracién de Malonaldehido (MA)

En esta parte se estudi6 el efecto de la concentracion de MA en el avance de la
reaccion manteniendo e} exceso de TBA. El procedimiento que se siguid es el mismo que en
la parte de temperatura y las concentraciones en la celda fueron:

[MA]=1, 3, 6 y10 uM [TBA)=0.04 M [HCI0,)=0.05 M
Las reacciones se siguieron durante una hora a 50°C. Se decidio realizar el resto del

estudio a esta temperatura ya que permitia seguir la reaccién en un intervalo de tiempo
tolerable para lograr la conversién total de MA a TMT sin forzar demaslado el equipo.

&
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5. Cindtica de ha Reaccién TBA-MA

En la figura 5.4 se mueslran las curvas de las cinéticas para cada concentracién de
MA y un ejemplo del ajuste con la ecuacién (5.3) puede observarse en la figura 5.5. Por otro
lado, los valores de e[MA),, k', y k', para cada curva se resumen enlatablaV.2 y figura §.6.

1%
Wr
[MA)=10uM
2k
0k
E 08)- [MAJ=61M
3
L
o4l [MA]=3uM
02+
[MA]= 1uM
/— 1 - " )
QOO 000 3000 4000

2000
| t(seg)
Figura 8.4. Curvas cinéticas de la reaccién TBA-MA con diferentes concentraciones de MA.
{TBA]J=0.04 M, [HCIO,)=0.05 M, T=50°C.
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5. Clndtica de la Reaccién TBA-MA

B,
uh
(MAJ= 101
2t
o}
E osl Rrindtrs degute
# MY, 1347 QOB
< o8 Ky 0RM QR
K,  Q0E3 Q0B
04t |
02}
0.0 " L a i i 1 " J
0 0 20 30 0

t(seg)

Figura 8.8. Ajuste de la curva con MA 10 uM. Los puntos son los registros de absorbancia a 5§32 nm
y la linea el ajuste con (5.3}

Tabla V.2, Absorbancia infinita y constantes de velocidad para la
reaccién TBA-MA con diferentes concentraciones de MA a 50°C. -

{MA) c[MA), + ds k' x10’ + ds %10 + ds
(uM) (") (s”)
1 0.1367 £ 0.0001 2.711+0.05 1.66 £ 0.02
3 0.4520 £ 0.0005 2.204£0.2 1.9+0.13
6 0.8447 1+ 0.0003 2.87 +0.03 1.75 £ 0.01
10 1,3247 +0.001 20120 20+20°

*El error tan grande en las constantes se debe al hecho de que k', = k', por lo
que en la ecuacion (5.3) se produce una indefinitividad del tipo 0/0.
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S, Clnitica de la Reaccién TBA-MA

YeA+HMA &
14 A 00085 000080
] 8 01381 000611
12 R:0.99848
& 1

c[MA],
E=4
il

02
00£— e —
0 2 4 8 10

8
(M), (i)

Figura 8.6, Relacitn entre la absorbancia infinita y ia concentracion inicial de MA.

En la dltima gréfica podemos observar que la absorbancia infinita depende en forma
directamente proporcional de ta concentracién inicial de malonaldehido, {MA}o, mientras que
k'y y k', dentro de los limites de su error, no dependen de este factor, tabla V.2, lo que
comprueba el primer orden cinético respecto al MA de ambas etapas de la reaccién.
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5. Clnésica de Ia Reaccidn TBA-MA

5.3 Concentracién de Acido Tiobarbiturico (TBA)

En esta parte se varié la concentracién de TBA y el resto de las condiciones fueron las
seleccionadas en los experimentos anteriores:

[MA}=10 uM [HCIO,J=0.05 M [TBA)de 0.0042 004 M -
y tna temperarura de trabajo de 50 °C.
La figura 5.7 muestra las curvas cinéticas obtenidas en estas condiciones. Todas

ellas se ajustaron bien con la ecuacion (5.3) (ejemplo de ajuste figura 8.8) y los parametros
calculados estan en la tabla V.3.

[TBA=Q03M

[T4=0005M
[TB4=0004 M

a0, ] T R—
t(seg)

Figura 6.7. Cinéticas de la reaccion TBA-MA a 50°C con diferentes concentraciones de TBA.

[MA]}=10 pM, [HCIO,]=0.05 M.
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5. Cinddca de la Reacclén TBA-MA

Tabla V.3. Absorbancia infinite y constantes para ia reaccion TBA-
MA a 50°C con diferentes concentraciones de TBA. [MA]=10 uM,
[HCIO4)=0.05 M

(TBA] | c(MA], tds | A';x10° tds u1o’ +ds
(M) (") ("
0.004 1.446 0302 03:0.19
0.005 1448 0.46 £ 0.04 0.34 £ 0.02
0.02 1479 1.0£2.0 1.0£2.0
0.03 1430 1.92£0.09 1.71£0.07
0.04 1413 224017 20£0.15
16~
14} [TBA=003M
12}
10¢
E asf Parimansdegjude  ds
8 £ 1408 00073
< 08 Ky 00012 000009
K, 000171 000007
04
02
00 . — L - -
0 1000 200 300 A0
t (seg)

Figura 8.8, Ajuste de ia curva cinética con TBA 0.03 M de la figura anterior. La linea corresponde al
ajuste con (5.3) y los puntos a los datos experimentales.
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5. Cindtica de la Reaccidn TBA-MA

En las graficas 8.9 y §.10 se observa claramente que k', y k’; son funciones linealeg
de la concentracidn de TBA de acuerdo con las ecuaciones cinéticas (5.1} y (5.2), de manera
que se verifican las siguientes ecuaciones:

k’, = k,[TBA] (54)

k') = ky[TBA) (5.5

que muestran que cada etapa de la reaccin (1) es de pseudoprimer orden con respecto al
TBA.

Es importante sefalar que las ecuaciones (5.4) y (5.5) incluyen la concentracion total
de TBAy nouna de sus formas individuales: TBA neutro (TBAH) o TBA anidn (TBA).
Estos resultados se obtuvieron con una concentracién de HCIO, fija y por esto cada una de
las formas de TBA constituye una fraccién constante de ia concentracién total, es decir, la
proporcionalidad de k', y k', con {TBA] puede deberse a la interaccidn bimolecular de MA
con cualquiera de estas formas. Esta situacién serd aclarada con el estudio de las
dependenclés de k', y k'; de la concentracién de dcido perclérico, [HCIO,).

]



5. Clnitica de fa Reaccién TBA-MA

am aot ) 004

[TBAI M)

Figura 8.9, Relacién k', - [TBA).

La relacidn entre ia absorbancia final, e[MA],, y la concentracién de TBA se muestran
en la figura 8.11. Evidentemente, la absorbancia final no depende de la concentracién de
TBA, lo cual implica la conversidn total de MA en TMT dentro del intervalo de
concentraciones de TBA que aqul se emplearon. Esta conclusién estd también de acuerdo
con los datos cinéticos que indican la existencia de dos etapas consecutivas irreversibles,
pues si se diera el caso de reversibilidad de alguna de las etapas (5.1) o (5.2), ia grafica de
la constante de pseudo primer orden respectiva (k'y o k') vs [TBA] mostraria un valor
positivo de ordenada al origen, sin embargo, en ambos casos y dentro de los limites del
error, la ordenada es cero. Asl, cada una de las reacciones propuestas para el mecanismo
de la reaccidn TBA-MA son de pseudoprimer orden respecto al TBA.

&
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S. Clndtica de ba Reaccién TBA-MA
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Figura 5.10. Relacién k', - (TBA).
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Figura 5,11, Relacion e[MA}, - [TBA).
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S. Cinética de b» Rexccién TBA-MA

5.4 Concentracion de Acido Perciérico (HCIO,)
Aqui se probaron diferentes concentraciones de HCIO,, trabajando con:
[MAJ=10 uM [TBA}=0.03 M [HCIO,Jde 0.01a1M
y una temperatura de 50°C,

Se conoce que los écidos fuertes son catalizadores de la reaccion (1) (Bird y Draper,
1984), pero el efecto catalitico no se ha estudiado cinéticamente. Otra razdn por la cual se
realizaron estos estudios en presencia de acido percidrico es que este compuesto se emplea
comunmente en procedimientos de extraccion dcida, en especial para muestras ricas en
proteinas ya que tiene la capacidad de precipitarias.

En este estudio es importante saber en que forma ionica se encuentra cada uno de
los componentes de la reaccién, Los valores de pKa para MA y TBA son 446 y 2.26
respectivamente (Serjeant y Dempsey, 1979). esto significa que en el intervalo de acidez
empleado, el MA siempre se encuentra como una especie neulra, mientras que la
disociacidn acida de TBA puede ser importante.

Las curvas cinéticas con variacion de [HCLO,] se encuentran en la figura 6.42 y un

ejemplo del ajuste en la figura 5.13.. Los parametros calculados mediante el ajuste de estas
curvas con la ecuacion (5.3) estan en la tabla V.4.

&
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5. Cinitica de La Reaccién TBA-MA

moo‘]-os':‘
=015
a0s-00s M

[HOO)=001M

[HOOJ=1M

t(seg)
Figura 5.12. Cinéticas de la reaccién TBA-MA u 50°C con diferentes concentraciones de HCIO,

Tabla V.4, Absorbancia infinita y constantes para la reaccién TBA-MA a 50°C con diferentes
concentraciones de HCIO,. [MA]=10 uM, [TBA]=0.03 M

[HCIO,] €[MAJp K10 ds | K'x10E da WY | (TBA " | [TBAH]Y |
(M) (s”) {s) (M) W) (M)
001 | 1.266£0001 | 16201 | 17£10 | 00172 | 00074 | 00226

0.05 1.433 £ 0.001 18104 18104 0.0524 0.0029 0.0271
0.15 1.500+0.004 | 1.7£1.07 | 1.6£1.0 0.151 0.00107 0.0290
0.5 1.633+0.007 | 125+ 1.0 13t1.07 0.50 0.00033 | 0.0296
1.0 1.02+0.01 07107 | 0.7£1.0% 1.0 0.00017 0.0298

a) Concentracién de los cationes H,0" calculada tomando en cuenta la disociacién de TBA,

b) Concentracion del anion del TBA, calculado con su pKa y [H'),

¢) Concentracién de la forma neutra del TBA.

d) Este elevado error se debe a que los valores de k'y = k', 1o cual produce indefinitividad de tipo 0/0

en la ecuacién (5.3).
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5. Clnética do la Reaccién TBA-MA
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Figura 8.13. Ajuste de la curva con HCIO, v0.05 M. Los puntos corresponden a los datos
experimentales y la iinea al ajuste con (5.3).

La variacién de [HCIO,) en el intervalo de 0.01 M a 0.5 M produjo un incremento
moderado en la absorbancia final y un decremento de ambas constantes de velocidad. El
acido perclérico 1.0 M provocé en cambio, la disminucién notable de todos los pardmetros
calculados.

La variacién de ia absorbancla final, €[MA},, no puede atribuirse a camblos del
iendimiento del TMT, porque a la concentracién de TBA empleada, la reaccion es
practicamente irreversible (ver la seccidén anterior). Es mas probable que e/ TMT participe en
algunos procesos de disociacidn écido-base. En la literatura no hay ninguna informacién
sobre estas propiedades del TMT, sin embargo, la estructura del TMT nos lleva a pensar que
esta molécula puede participar en ciertos equilibrios de tipo protolitico.

&
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5. Cinitica do Ls Rexcciéa TBA-MA

Al parecer, el TMT no tiene grupo -SH que es el sitio con caracter acido del TBA. Sin
embargo, la estructura presentada en la reaccion (1) es sdlo uno de los posibles tautémeros
del TMT y que se considera el mas estable para la molécula neutra.

Los siguientes equilibrios tautoméricos pueden explicar la disociacion acida del TMT:

N (o]
(o]
(o]
N M Hs{ OH
5= o OH N
N OoH N "oH OH NH
Sy ’
oé\ﬂ/ks o n S H
v 2K
H* M
0 Nl
s-</ 'S-< OH
N N
OH NH OH NH
0o NS NS

Entonces. si la forma neutra tiene el color mas intenso el efecto de! HCIO, en el
intervalo 0.01-0.5 M puede explicarse como e! desplazamiento de los equilibrios (5.6) hacia
la izquierda debido al aumento de H,0'. De la misma forma, la disminucién de la
absorbancia infinita de la curva con HCIO, 1 M respecto ‘a las otras podria deberse a la

&



5. Cinétlca de la Reaccién TBA-MA

presencia de las especies de TMT que se generan cuando los equilibrios (5.6) se desplazan
hacla la derecha y de las cuales no tenemos la certeza de que absorban a 532 nm.

Considerando la ya mencionada y bien conocida catalisis dcida que existe en la
reaccion y que se manifiesta con la baja velocidad de condensacion en medios cuyo pH es
mayor & 3 (Bird y Draper, 1984), el efecto inhibidor del HCIO, que se observa sobre k', y k',
resulta muy extrafio. Sin embargo, en |a literatura no se enccntrafon investigaciones sobre la
dependencia de |a velocidad de la reaccidn en funcién de la acidez en forma cuantitaliva,

"El cambio de la concentracién de HCIO, tiene dos consecuenclas: el cambio de la
concentracion de iones HyO', que muy probablemente es una especie catalizadora, y por
otro lado, ! cambio en las concentraciones de las formas neutra (TBAH) y anidnica (TBA')
del TBA, cada una de las cuales puede ser una especie reactiva. Las concentraciones de las
tres especies a diferentes concentraciones de HCIO, afladido se presentan en |a tabla V.4.

La similitud de |la dependencia de las constantes k', y k', de la concentracién de acido
perciérico y TBA parece ldgica si recordamos que k', corresponde & la interaccién del TBA
con uno de los grupos carbonilo del MA y k', a la misma interaccion con el segundo grupo
carbonilo del MA en el intermediario X. Esto nos lleva a establecer que el tratamiento de las
dependencias de k', y k', de la [HCIO,} puede ser el mismo.

Ahora, podemos escribir cuatro expresiones cinéticas para k'; y k', que son
modificaciones de las ecuaciones (5.4) y (5.5) para los diferentes tipos de especies reactivas

{ver seccién 5.3).
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5. Cindtica de ls Reacclén TBA-MA

Las rutas posibles para la reaccidn (1) son las siguientes:

1) Interaccion no catalitica de TBAH con MA 6 X:
k)= k[TBAH] y k= k)[TBAH] (5.7)
2) Interaccitn no catalitica de TBA  con MA 6 X:

k’,=k,[TBA‘] y k;,:k,[ﬂu'] (5.8)

3) Interaccién de TBAH con MA 6 X con efecto catalizador de H*:

k') = k,[TBAHIH"] Y ok,y= k,[rBAH][H*] (59

4) Intraccién de TBA™ con MA 6 X catalizada por H;

k’,=k,[TBA‘]{H*] y /c'2=/c,[m,4'][ﬂ*] (5.10)

El criterio obvio para escoger uno de estos mecanismos es la constancia de los
valores de k, y k, calculados de acuerdo a las ecuaciones (5.7)-(5.10) y utilizando los valores
de [H'), [TBA] y [TBAH] de la tabla V 4. Los resultados de estos calculos se muestran en la

tabla V..
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$. Cladtica de la Reacdén TBA-MA

Tabla V.8. Constantes de velocidad k, y k; calculadas con las ecuaciones (5.7) y (5.8) a diferentes
concentraciones de HCIO,

__Ecuacion
[HCIO4] (8.7) (5.9)

M) &k + ds k; +ds ky tds k; tds

0.01 0.071+0.04 0.075 1 0.01 0.221+0.013 0.2310.013

0.05 0.066 1 0.01 0.066 1 0.01 0.6210.137 0.62£0.137

0.15 0.059 + 0.034 0.055 1.034 1.610.83 1.51.93

0.5 0.042 £ 0.033 0.044 + 0.033 381303 3913.03

1.0 0.023 £ 0.033 0.023 +0.033 4.11588 411588
Continua

Tabla V.8. Constantes de velocidad k, y k, caiculadas con las ecuaciones (5.9) y (5.10) a diferentes

concentraciones de HCIO,
Ecuacion
[HCIO,] (5.9) (5.10)

w) ky 1 ds ky 1 ds ky tds ky; t ds
0.01 411025 44125 12.610.78 13.310.78
0.05 1.310.28 1.3+0.28 11.812.63 11.8 £ 2.63
0.15 0.4:022 0.38 £ 0.22 10.5+8.1 99+6.1
05 0.084 + 0.067 0.088 +.0675 7.616.06 7916.6
1.0 0.023 1 0.033 0.023 +0.033 411568 41+5.88

La inspeccion de la tabla V.5 indica, que los mecanismos (5.8) y (5.9) pueden
excluirse porque K, y k, varian mucho, mas de 10 y 100 veces respectivamente. Los valores
de k, y k, para los mecanismos (5.7) y (5.10) tampoco son constantes pero varian
Unicamente en un intervalo de tres veces y considerando el error esta diferencia no es
significativa ademas, la mayor variacion se da en la constante con la concentracién de
HCIO, 1 M que de hecho no debe tomarse en cuenta (ver pagina 43). La variacion de las

&,
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§. Cinética de la Reaccion TBA-MA

constantes en los mecanismos (5.9) y (5.10) podria atribuirse al cambio de los coeficientes
de actividad (y) de los componentes. De hecho, la concentracién de HCIO, es elevada y los

cambios de los coeficientes de actividad pueden ser notables.

Se conoce, que los efectos de electrolitos, en este caso HCIO,, sobre y de especies
ionicas son mucho mayores que sobre y de especies neutras (W. P. Jencks, 1975). El
mecanismo (5.7) incluye solamente la interaccién de especies neutras, MA y TBAH, mientras
que el mecanismo (5.10) incluye la interaccion de una especie neutra, MA, con dos iones: H'
y TBA'. Evidentemente, la fluctuacion de los valores de K, y k, para el mecanismo (5.7) no
puede explicarse por medio de un efecto electrolito, mientras que para el mecanismo (5.10)
tal explicacion si es factible. Para corregir los valores de k; y k, se establece que los valores
de y para H' y TBA™ pueden evaluarse por medio de la ecuacién de Debye-Huckel en su
forma extendida:

052°J1
logy , = ~———2X" 5.11
L P o1

' donde / es la fuerza itnica y Z la carga del ion,

Luego, la aplicacion del tratamiento de Brénsted (Amis & Hinton, 1973) al mecanismo
(5.10) da |a siguiente ecuacion:

» *
k' =k "‘L“‘- k) =k, !
Y 1Y 84 Y 1Y 184

(5.12)

&

a1



5. Clndtica de la Reaccién TBA-MA

donde k;” y k,* son constantes “termodindmicas” que no dependen de Ia fuerza ionica, y*
es el coeficiente de actividad del estado de transicion (en este caso 7‘=1 porque la carga del
estado de {ransicion es cero), y4 ¥ yrea 500 los coeficlentes de actividad de H,0* y TBA',

calculados con la ecuacion (5.11). En la tabla V.6 se presentan los valores de yy=yrpa, k/° ¥
k.

Tabla V.6. Constantes de velocidad “lermodindmicas”, calculadas con
la ecuacién (5.12) para el mecanismo (5.10).

THCION M) | Yw*rroa * "
0.01 0.88 16 17
0.05 0.81 18 18
0.15 0.72 20 19
0.5 0.62 20 20
1.0 0.26 13 13

Tomando en cuenta que la ecuacion (5.17) es muy aproximada, especiaimente a
fuerzas lonicas elevadas, como 0.5-1,0 M, podemos considerar los valores de k' y k' lo
suficientemente constantes para aceptar el mecanismo (5.70) como correcto.
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5. Clnécics de la Resccidn TBA-MA

5.5 Mecanismo de la Reaccién TBA-MA

Los datos cinéticos obtenidos de este estudio nos permiten proponer e! siguiente

mecanismo para la reaccién (1).

La primera etapa es la disociacién del TBA que es rapida y reversible, formando la

especie reactiva TBA":

HO OH HO. OH HO A~ OH
| S ) (e

TBAH TBA

El hecho de que TBA' y no TBAH, sea la especie reactiva se explica mediante su
existencia en la forma mesomérica con carga negativa transferida al carbon para de la
molécula, el cual ataca al grupo carbonilo del MA.

Esta etapa incluye. catdlisis 4cida que es tipica de procesos de condensacién con

grupos carbonilo:

OH " oH
N /\ 1~ N
s=<~ ) e — S{N}C\CH COH+ "
2
oH CH,COH 0
TBA MA X
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5. Cinética de la Reaccién TBA-MA

En la sigulente etapa, el segundo anion TBA' ataca al otro grupo carbonilo del MA a
través del mismo mecanismo. Es importante mencionar que el mecanismo propuesto
también explica en forma I6gica la estructura de! producto final TMT.

En resumen, de esta parte del trabajo tenemos que:

-La reaccion TBA-MA se realiza en dos etapas, en la primera se forma un
intermediario incoloro constitufdo por una molécula de TBA y una de MA; en la segunda

etapa otra molécula de TBA se afiade al intermediario para dar lugar al producto de la
reaccion que absorbe a §32 nm,

-La energia de activaclon para la primera etapa es de 13.0 + 1.6 kcal/mo! y para la
segunda 8.0 £ 1.0 kcal/mol.

-Dado que el aumento en la concentracién de TBA no produjo cambios en la
concentracion final del producto TMT, puede decirse que la reaccion es practicamente

Irreversible.

Asl, la siguiente fase de este trabajo consistié en buscar un catalizador mas efectivo
que el H,0' 0 que pudiera complementar su accién catalizadora.
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6. Posibles Catalizadores

En principio se probaron algunos tensoactivos pues existen referenclas (Yatsimirski et
al.,1994) de que estos muestran actividad catalizadora en reacclonas de condensacién del
tipo de la reaccion (1).

Los tensoactivos que se probaron fueron: dodecilsuifato de sodio (SDS), bromuro de
cetiltrimetiiamonio (CTBA), y Triton-X-100. En ei caso dei CTBA fue necesario cambiar el
écido perclérico por clorhidrico pues ei perclorico precipita al CTBA.

6.1 Dodecilsulfato de Sodio (SDS)

Ei primer tensoactivo que se probo fue ei SDS en concentraciones de 0.005 y 0.02 M,
es decir, mayores que su concentracién micelar critica (cmc) que es igual a 0.002 M en
medios 4cidos (Bunton y Woif, 1873). La concentracidn del resto de los reactivos fue:

[MA]=10 M (TBA)=0.005 M {HCIO,)=0.26 M

y la temperatura de trabajo 25°C. La absorbancia dei producto TMT a 532 nm se registré
durante 30 minutos,

Como se observa en la figura 6.1, ia adiclon de SDS no tuvo efecto en la velocidad de
ia reaccion TBA-MA, Las tres curvas se ajustaron con la ecuacion (5.3) (ver Capitulo 5 y
Apéndice A), ejemplo del ajuste en ia figura 6.2, encontrandose que las constantes no
muestran diferencias importantes entre sl.
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Figura 8,1, Avance de la reaccion TBA-MA a 25°C. 1 sin SDS, 2 can SDS 0.005M, 3 con SDS 0.02
M. [MA]}=10uM, {TBA}=0.005 M y [HCIO,}=0.25 M

— U R )
t (seg)

Figura 6.2, Ajuste de la curva 3 de la figura 6.1. El simbolo o corresponde a los puntos

experimentales y 1a linea al ajuste con (5.3).
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6. Posibles Catalizadores

Tabla VI.1. Absorbancia infinita, y constantes de velocidad
para la reaccion TBA-MA con diferentes concentraciones de

SDS a 25°C.
[SDS] (M) | €[MA] k'12ds* k';2ds*

x10*(s") x10° (')

0 1.36067 10250 10250
0.005 1.36067 1.0£86.0 10%0.0
0.02 1.36067 10%1.0 1009

*Estos errores tan elevados en las constantes son el resultado de!
ajuste de unicamente la parte inicial de la curva, cuando existe una
aita dependencia entre k' y k';.

Como se observa en la figura 6.1 y en la tabla VI.1 el seguir la reaccién a 25 °C no
nos permite llegar a ia converson total de MA en TMT en un tiempo tolerable, como tampoco
es posible hacer un buen ajuste con la ecuaclén (5.3).

También se hicieron algunas pruebas a 50°C, donde la concenlracién de MA fue 10
hM, y de TBA 0.03 M. En este caso no se afiadié dcido perclérico.

Las curvas obtenidas se muestran en la figura 6.3 y los resultados de su ajuste con la
ecuacion (5.3) (ejemplo figura 6.4) se resumen en la tabla VI.2, donde pademos ver que el
SDS aumento solo en un 50% el valor de k', y en particular no afecta k', , es decir, el SDS
tiene un efecto muy pequerio en la velocidad de la reaccién TBA-MA, con lo cual se descarta
la posiblidad de emplearlo como un catalizador suficientemente efectivo para esta reaccion.

&,
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6. Poslbles Catalizadores

04l

a2t

uo —e 3 i L (| e J

t(seg)

Figura 6.3, Avance de la reaccion TBA-MA a 50°C. 1 sin SDS, 2 con SDS 0.04M, 3 con SDS 0.02 M
y 4 con SDS 0.01M. (MA]=10 uM y [TBA}=0.03 M.

Tabla V1,2, Absorbancia infinita, y constantes de velocidad para la
reaccion TBA-MA con diferentes concentraciones de SDS a 50°C.

1SDS) (M) | £iMA), k' & ds Tt ds
x10° (s) x10°(s"')

0 1.36067 1.08+004 170201
0.01 1.36067 160201 16201
0.02 1.36067 1.77£0.07 1.48 £ 0,05
0,04 1.36067 150¢04 1504

&
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6. Posibles Catalizadores
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Figura 6.4. Ajuste de la curva 3 mostrada en la figura anterior. Los datos experimentales estan
representados con simbolos y el ajuste con la linea continua.

6.2 Triton-X-100

Con Triton X-100 cuya cmc es 0.0016 % (Sigma, 1095) se trabaj6 a una
concentracion del 1% sin obtener tampoco cambios en la velocidad de ia reaccién (1). Las
concentraciones de MA, TBA y HCIO, fueron las mismas que en los experimentos con SDS
a 25°C. Los resultados, su ajuste y parametros calculados se muestran en las figuras 6.5,
6.6 y tabla VI.3.

&
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Figura 6.8. Efecto de la adicién de Triton-X-100 sobre la veiocidad de la reaccidn TBA-MA a 25°C. 1
sin Triton-X-100, 2 con Triton-X-100 al 1%. (MA]=10 uM, {TBA]=0,005 M y [HCIO,]=0.26 M

005 -
PrdmeosdeAjue  ds
EMA, 100087
@l |€r ooors oo
Ky 0007 000M I
aors - '
E °o°°
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< qoo}
Qs - . o
R
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Figura 8.6, Ajuste de la curva nimero 2 de [a figura 6.5.. lecturas de absorbancia a §32 nm y lallnea

corresponde al ajuste con (5.3)
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6. Posibles Catalizadores

Tabla VI.3. Absorbancia Infinita, y constantes de velocidad para la
reaccién TBA-MA con y sin Triton-X-100 a 25°C.

[Triton-X-100 (WA K tds* & ds

x10'(s") x10%s")
0% 1.38087 10250 1050
1% 1.36067 1.023.0 1.0£1.0

*Estos errores tan elevados en las constantes son el resultado del
ajuste de unicamente la parte Inicial de la curva, cuando existe una
alta dependencia entre k's y k',.

A 50°C en las mismas condiciones que para el SDS se obtuvieron ias curvas que se
muestran en |a figura 8.7 y el ajuste respectivo en la figura 6.6,

14,

10F

04

02}

t (seg)
Flgura 6.7. Avance de la reaccion TBA-MA a 50°C. 1 sin Triton-X-100, 2 con Triton-X-100 ai 1%.

[MA]=10 uMy [TBA}=0.03 M.
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6. Posibles Catalizadores

Tabla V4. Absorbancia infinta y constantes de velocidad para la
reaccion TBA-MA con y sin Triton-X-100 a §0°C.

Triton-X-100 £[MA]g ¥ ds 22 ds
x10° . x1o

0% 1.36067 1.08 £ 0.04 1.7¢01

1% 1.36067 1.31£09° 1.021.0"

*Estos errores tan elavados en las constantes son ei resultado de! ajuste
de Unicamente la parie inicial de la curva, cuando existe una alta

dependencia entre k' y k.
1,‘!‘
12}
10}
08l -
3 Pxdmetosdegjuste  ds
8 eMA, 130067 =
< % Ky 00012 0000M4
K, 0001 00
04  ————————
02
005 100 A0 1Ty i)

t(seg)

Figura 6.8, Ajuste de la curva 2 mostrada en la figura anterlor. Los puntos expenmenlales
corresponden a los simbolos y la linea continua 3l ajuste.

&

58



6. Posibles Catalizadores

Considerando los resultados de las tablas VI3 y Vi.4, podemos decir que el
tensoactivo Triton-X-100 evidentemente no afecta la velocidad de la reaccién TBA-MA tanto
a 25 como a 50°C, es decir, no presenta efecto catalizador en la reaccion (1),

6.3 Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTBA).

Con el tensoactivo bromuro de cetiltrimetitamonio con cmc de 0.026 mM se trabajé a
una concentracién de 0.05 M observando, contrario a lo que se esperaba, una disminucién
en la velocldad de la reaccién TBA-MA. El resto de los reactivos fueron MA 10 uM, TBA 0.03
M y HCI 0.05 M, la reaccién se sigui6 por una hora a §0°C. Los resultados de |a tabla VI.§
muestran que el efecto inhlbidor del CTBA se debe a la disminuclén de k.

t(seg)

Figura 6.9. Cinéticas de la reaccién TBA-MA a 50°C. 1 sin CTBA y 2 con CTBA 0.05 M. [MA]=10 pM,

[TBA}=0.03 My [HCI}=0.05 M
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6. Posibles Catalizadores

12}
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Figura 6.10. Ajuste de la curva 2 de la figura 6.9. El simbolo o representa las lecturas de
absorbancia a 532 nm y la linea comesponde al ajuste con (5.3).

Tabla VI.8. Absorbancia Infinita y constantes de velocidad para la
reaccion TBA-MA con y sin CTBA 0.05 M a 50°C.

CTBA (M) | c[MA], k' 2 ds’ Wt ds
x10° x10’

0 1.20928 12£0.03 2.240.08

0.05 1.20926 10466 1.0£85

*En este caso los errores elevados en k' y k', se deben al hecho
de que k'y = k' por lo que en la ecuacién (5.3) aparece una
indefinitividad tipo 0/0,

Asl se tiens, que ninguno de los tensoactivos probados tuvo un efecto catalizador
notable en la reaccion TBA-MA (1), excepto en el caso del CTBA cuyo efecto fue negativo.

&
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&, Posibles Catalizadores
5.4 Anilina

Fue reporlado que la. anilina cataliza la condensacién de arilaidehidos con
semicarbazonas (Jencks, 1875). Es I6gico pensar que este tipo de catélisis puede realizarse
en otras reacciones de condensacién con grupos carbonlfo y por ello, se prohd este
compuesto como paosible medio de aumentar la velocidad de la reaccion TBA-MA.

La anilina se afadié al medio de reacclén en concentraciones de 0.001, 0.005 y 0.01
M. Desgraciadamente, este compuesto tampoco mostré actividad catalizadora en ia

reaccién.

00§ T ) T i)
t (seg)

Figura 6,11, Absorbancia del productc TMT respecto al tiempo, la curva niimero 1 corresponde a la
reaccidn sin anilina, 2 con anitina 0.001 M, 3 con anllina 0.005 M y 4 con anilina 0.01 M. [MA]=10 uM,

{TBAJ=0.03 M, y {HCIO,J=0.05 M

&
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6. Posibles Catalizadores

En la figura 6.11 se observa que con una concentracién 0.01 M de anilina la reaccién
TBA-MA avanza con mayor rapidez que la reaccidn sin anilina, sin embargo, este aumento
se tiene solo durante los 10 primeros minutos de la reaccién después de los cuales ia
pendiente de la curva disminuye.

Este comportamiento puede atribuirse a la existencia de alguna reaccién entre anilina
y MA. Es posible que en un principio la reaccién predominante sea la de anilina-MA, como se
observa en la curva con anilina 0.01, y que el producto de esta interaccién reaccione con
TBA pero a una velocidad menor, que la reaccién TBA-MA (1).

En el articulo publicado por Pegg et al., (1992) se tiene que el MA puede reaccionar
con el TBA y la sulfanilamida dando compuestos diferentes al TMT. Por un lado, ei MA
reacciona con una moiécula de sulfanilamida y una molécula de TBA para dar un compuesto
con un maximo de absorcién a 532 nm. Tomando en cuenta que la anilina reaccionaria en
forma similar a la sulfanilamida, el producto de la reaccién entre MA, TBA y anilina debe
tener también un maximo de absorcién a 532 nm por lo que no se presentarian camblos en
la absorbancia a esta longitud de onda, es decir, la forma de la curva cinética no deberia
verse afectada.

En el mismo trabajo se establece que el MA puede reacccionar también con dos
moléculas de sulfanilamida para dar un compuesto con bandas de absorcion a 256, 332 y
386 nm. Esto podria explicar la disminucién de la velocidad de la reaccién TBA-MA con 0.01
M de anilina que observamos en la figura 6.11 pues el producto de MA con anilina no tiene
banda de absorcion a §32 nm. La reaccién MA-Anilina podria interferir con la reaccion MA-
TBA después de los diez minutos en los que esta mostré un aumento en su velocidad.

De esta misma forma puede explicarse el cambio en la forma de ia curva cinética de la

reaccion TBA-MA con anilina 0.005 M.
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Dado que a 0.01 M de anilina en el medio se observa un aumento en la veiocidad de
la reaccidn TBA-MA podria decirse que este compuesto a esta concentracion tiene cierto
efecto catalizador que desgraciadamente no puede aprovecharse por la posibie interferencia
de otras reacciones entre MA y anilina.

En la curva cinética con.0.001 M de anilina no se observa diferencia respecto a la
curva de ia reaccidn sin anilina, esto puede deberse a que a esta concentracién, ia anilina no
interfiera con la reaccion TBA-MA (figura 6.11).

6.4 lones Cu®

Por ultimo, se probd con lones Cu* que en reacciones donde se forman bases de Schiff
pueden actuar como catalizadores del tipo acido de Lewis.

La concentracién de Cu®* que se empled fue de 0.002 M, manteniendo el TBA a 0.03 M,
HCIO, 0.05 My MA 10 .M.

Este intento resultd tamblén falido pues se formé un precipitado rojo,
presumiblemente constituido por el cobre y el producto TMT. Este precipitado fue insoluble
en disolventes organicos como el cloroformo y éter. Debido a la formacion de este
precipitado durante ia reaccién, fue Imposible registrar adecuadamente la absorbancia del
producto TMT a 632 nm.

&
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6. Poslbles Catalizadores

En conclusién de este capitulo tenemos que:

-Los tensoactivos dodecilsulfato de sodio y Triton-X-100 no mostraron un efecto
catalizador positivo importante en la reaccién TBA-MA, mientras que el efecto del bromuro
de cetiltrimetilamonio fue negativo especificamente sobre k',.

-La presencia de anilina en el medio de la reaccion (7) tuvo cierto efecto inhibidor
probablemente debido, a la formacién del producto anilina-MA-aniiina.

-La especie Cu®* que se propuso como catalizador inorganico formé un precipitado
. rojo con el producto TMT que fué insoluble tanto en soluciones acidas como en disolventes
orgénicos, por lo cual no es posible afiadirlo al medio de reaccién como catalizador.

De esta manera, y a pesar de probar con compuestos organicos e inorganicos que

pudieran aumentar la velocidad de la reaccion TBA-MA, no se encontrd el catalizador
adecuado para dicha reaccién.
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7. Estudio de la Fluorescencia del Producto de la reaccion TBA-
MA (TMT) en Presencia de Ciclodextrinas

Dado que no se encontrd un catalizador para favorecer la reaccién TBA-MA, se optd
por buscar un medio para aumentar la sensibilidad del método mejorando 0 aumentando la
fluorescencia del producto TMT. En este caso, se escogieron las ciclodextrinas que se
emplean frecuentemente para fortalecer la fluorescencia de varios analitos (Frankewich et
al, 1981).

7.1 Ciclodextrinas (CD)

Las ciclodextrinas son oligosacéridos ciclicos formados por seis 0 mas unidades de
glucopiranosa unidas via enlaces 1, 4-éter. Las ciclodextrinas mas comunes son la a-, f-y
y- con seis, siete y ocho unidades glucopiranosa respectivamente. La estructura de las
ciclodextrinas corresponde a la de un cono truncado con una cavidad intermedia que
aumenta de didmetro con el niumero de unidades de glucosa {Li y Purdy, 1992). La cavidad
estd formada por los dtomos de hidrégeno y puentes glucosidicos. Los pares electrénicos no
enlazados de los puentes glucosidicos estan dirigidos hacla el interior de la cavidad,
produciendo una alta densidad electrénica y déndole cierto cardcter de base de Lewis. Como
resultado de este particular arreglo de los grupos funcionales en las ciclodextrinas, la
cavidad es relativamente hidrofobica, mientras que la parie externa es hidrofilica. En las
moléculas de ciclodextrina se forma también un anillo intramolecular de puentes de
hidrégeno entre los grupos 2- y 3-hidroxilo de unidades adyacentes de glucosa. Este anillo
de puentes de hidrégeno da a la ciclodextrina una marcada rigidez estructural (Frankewich

&
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et al., 1991). En la tabla Vi1t se muestran algunas caracteristicas de las ciclodextrinas «-,
fi-, y- e Hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-p-CD).

Tabla Vii.4. Caracteristicas de fa a-, -, y-, e HP-B-ciclodextrinas.

Ciclodextrina Unidades de Diametrodela | Solubllidad en agua
glucosa cavidad (A) {g/100mi)
a~ 6 4.7-53 14.5
- 7 6.0-8.5 1.85
y- 8 75-83 232
HP-B- 7 6.06.5 62.08

Algunas moléculas con dimensiones adecuadas pueden interactuar con las
ciclodextrinas y fijarse en su cavidad formando complejos de inclusion, lo cual lieva a un
aumento o fortalecimiento de la fluorescencia. La Inclusién de un analito en ciclodextrinas
ofrece clertas ventajas coma:

1. La conformacion estruclural de la ciclodextrina protege el eslado singulete
(fluorescencia) o triplete (fosforescencia) de los analitos de los desactivadores externos.

2. Como consecuencia de la formacion del complejo de inclusion, ta rotacion de
la molécula huésped se obstaculiza, y la relajacién de las moléculas de disolventes
disminuye considerablemente. Ambos efectos dan por resullado un decremento de la
desactivacion vibracional,

3. La cavidad de la ciclodexlrina se comporia en forma similar a un disolvente
organico. Esto genera un medio no polar para el cromaforo inciuido. Este microambiente

&
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7. Fluorescencla del Producto de la Reaccidén TBA-MA en Presencia de Clclodextrinas

provee polaridad favorable y equilibrios acido/base para aumentar la eficiencia cuéntica y
con elio, la intensidad de la flucrescencia.

4. La solucion de ciclodextrina puede mejorar el limite de deteccion de analitos
hidrofobicos en solucion acuosa por el incremento de su solubilidad o para los analitos

hidrofllicos aumentando la solubilidad de compuestos fluorescentes insolubles en en agua en
los que los analitos pueden estar incorporados.

Por todo esto, se pensé que la adicion de ciclodextrinas podla ser el medio adecuado
para aumentar la sensibilidad del método del TBA pues con el fortalecimiento de la
fluorescencia del TMT serla posible detectarlo a muy bajas concentraciones.

1.2 Efecto de las Ciclodextrinas o-, p-, y- e Hidroxipropil-3-CD en la
Fluorescencia del Producto TMT,

En primer lugar, se determinaron los maximos de excitacion y de emisién para el TMT,
que fueron 520 y 552 nm respectivamente figuras 7.1 y 7.2. Los maximos de emislon
reportados para el TMT varlan de 547 a 553 nm (Toffaleti y Thompson, 1995), debido
probablemente a las diferencias entre los medios de reaccion, EI maximo de excitacién debe
colncldir con el de absorcion (532 nm), pero algunos autores usan longitudes de onda de
excitaclon menores, entre 515 y 525 nm (Toffaleti y Thompson, 1995; Espinosa-Mansilla,
1996), para minimizar el efecto de dispersion de Rayleigh, el cual perturba fuertemente el
espectro de emisién cuando la longitud de onda de excitacion esta cercana al maximo de
emision. En este estudio se encontré que a una longitud de onda de excitacion de 520 nm la
dispersion de Rayleigh no perturba la region del maximo de emision y la intensidad de la

&
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7. Fluorescencia del Producto de (a Reaccién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas

fluorescencia es suficientemente alta para detectar 0.1 pM de TMT, a cual es una
sensibilidad tipica de las determinaciones por fluorimetria.

Para estudiar el efecto de {a a~, §~, y- e HP-B-CD en la fluorescencia del TMT, se
prepar6 este producto en una concentracion de 10 uM, esta solucidn se diluyé a 0.1 pM y se
registré su espectro de emisién, cabe mencionar que estas soluciones se prepararon con
acido perclérico 0.05 M pues se sabe que la reaccién (1) es catalizada en medio dcido,

ademas, todas la variantes def método TBA emplean soluciones acidas con pH de 1a 3. A
las soluclones 0.1 pM de TMT se afiadieron diferentes cantidades de ciclodextrina (a-, -, y-
e HP-B-CD), se agité vigorasamente hasta lograr su disoluclén y después de cada adicién se

tomo el espectro de emisién,

H{ors)

A (o)

Figura 7.1. Espectro de excitacién det producto TMT 0.1 uM TMT, A4,,=654 nm.

&,
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Figura 7.2, Espectro de emision del producto TMT 0.1 uM, 24,2520 nm.

1.24. a-Ciclodextina
Los datos de intensidad del producto TMT en presencia de a-CD se muestran en la
tabla Vil.2 y graficndolos contra la concentracidn de a-CD se obtuvo la grafica de la figura

13

Tabla Vii.2, Fluorescencla del producto TMT 0.1 uM con a-ciclodextrina.

(a~ciclodextrina] Igssnm (CPS)
(M)

0 1171
0.00519 1206
0.01052 1158
0.03631 1343
0.06221 1488

&
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7. Fluorescencia del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas

En la gréfica se observa que la a-CD muestra clerto efecto fortalecedor en la
fluorescencla del producto TMT, sin embargo, este es muy modesto, cerca del 50% con la
mayor concentracién de CD. Ademads, no se observa ninguna tendencia a la saturacién, y
por el contrario hay una desviacidn de la linealidad lo cual implica la inclusion de un término
cuadratico en la concentracién de a-CD.

Los puntos fueron ajustados con la ecuacién (7.1) (ver Apéndice B):

I =I+]

K[CD)+1,,., KK,[CD] (7.1)

na-cn IAr-Chy

el resultado del mejor ajuste es el siguiente:
I(eps) = 1160+ 3160[c. - CD]+ 35100{ax - D

Estas observaciones indican que la constante de unién TMT-CD es muy pequefia y
probablemente el complejo de inclusion tiene una estequiometria 2:1 a-CD:TMT.

10



7. Fluorescencla del Producto de la Reacclén TBA-MA en Presencla de Clclodextrinas
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Figura 7.3. Fluorescencia del producto TMT 0.1 uM respecto a la concentracién de a-ciclodextrina.
Los puntos coresponden a la intensidad de la fluorescencia del producto TMT a diferentes
concentraciones de a-CD y la linea punteada, al ajuste con la ecuacién (7.1).

Con la adicién de ciclodextrinas, se registrd un desplazamiento del maximo de
emision y por ello en las tablas VIL.2, VIL3, VIL.4 y VII.§ los resultados de intensidad de
fluorescencia se reportan a la longitud de onda en la cual se registrd el maximo de emisién
con la mayor concentracién de cada CD.
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7. Fuorescencla del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencla de Cldodextrinas
1.2.2, §-, v- @ Hidroxipropil-p-Ciclodextrinas

Para la f-, y- e Hidroxipropil-p-Ciclodextrina (HP-p-CD) se observé un efecto
fortalecedor de la fluorescencia mayor que en el caso de Ia u-CD. La intensidad de la
fluorescencia del producto TMT con cada ciclodextrina se presenta en las tablas VIL3, Vil.4
y VIL5. Las graficas generadas de estas tablas se muestran en las figuras 7.4, 7.6 y 7.6 en
las cuales se observa una tendencia hiperbdlica que es caracteristica de complejos de
incluslan 1:1; los puntos experimentales se ajustaron con la ecuacion:

Haps) =t 1K[CD]

I+ K|CD] 72

donde /; es la intensidad de la fluorescencia del TMT libre, /; es la intensidad del TMT unido
alaCDy Kes la constante de unién, El resultado de los ajustes se reporia en 1a tabla V1.6,

Tabla VIL3. Fluorescencia del producto TMT 0.1uM con p-ciclodextrina.

(Mbﬁi‘) | sa4 nn {CPB)

0 1078
0.0009 1363
0.00178 1438
0.00361 1530
0.00539 1613
0.0072 1705
0.00899 1671

n



7. Fluorescencla del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas
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Flgurs 7.4. Fortalecimiento de la flucrescencia del producto TMT 0.1 uM con -CD. Los puntos
corresponden a la intensidad de la flucrescencia del producto TMT a diferentes concentraciones de f-
CD y la linea punteada, al ajuste con la ecuacién (7.2).

Tabla Vil.4. Fluorescencia del producto TMT 0.1 uM con y-ciciodextrina,

[y-ciclodextrina]M | | g nmicps)
0 1085
0.00392 1258
0.00790 1485
0.01951 1898
0.04098 2735
0.05422 3640
0.06964 4395
0.08530 4676 ,
0.10097 5176
0.11658 5586
0.13320 5861
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7. Fluorescencia del Producto de Ia Reaccién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas
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Figura 7.8. Fortalecimiento de ia fluorescencia del producto TMT 0.1 uM con y-CD. Los puntos
corresponden a (a intensidad de Ja fluorescencia del producto TMT a diferentes concentraciones de y-
CD y laiinea punteada, al ajuste con la ecuacién (7.2)

Tabla Vil.8. Fiuorescencia del producto TMT 0.1 pM con hidroxipropil-p-ciclodextrina.

(HP-p-CD] M Tanm (CPS)

0 1276
0.012 4053
0.01680 4475
0.02174 4585
0.02667 4695
0.03164 4868
0.03660 4908

"



7. Fiuorescencla del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas
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Figura 7.4, Fortalecimiento de la fluorescencia de! en producto TMT 0.1 uM con HP-B-CD. Los
puntos corresponden a la Intensidad de la fluorescencia del producto TMT a diferentes
concentraciones de HP-i-CD y la linea punteada, al ajuste con la ecuacidn (7.2).

Tabla VI1.6. Constantes de inclusién y factor de fortalecimiento de fluorescencia del producto TMT
con diferentes ciclodextrinas

Ciclodextrina To (cPS) c (cps)2ds K (W )kds Te 1o
f-ciclodextrina 1080 1800 £ 40 600 ¢ 100 1.66
y-ciclodextfina 1080 16300 £ 3100 36+1.0 15.09
Hidroxipropil-f-CD 1080 5500 £ 200 160 ¢ 30 5.0
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7. Fluorescencla del Producto de ks Reaccién TBA-MA en Presencla de Cldodextrinas

La adicion de estas ciclodextrinas produjo ademas del fortalecimiento de la
fluorescencia, el desplazamiento del maximo de emisién del TMT de 553 nm en agua a 544
en presencia de f-CD y 548 nm con y- e HP-f-CD. Tal desplazamiento hacia el azul
inducido por las ciclodextrinas se observa tipicamente en diferentes analitos (Frankewich et
al., 1991). También es comun que el TMT se una méas debilmente a la HP-f-CD que a la p-
CD no sustituida (Frankewich ef al, 1991). Respecto a la tendencia general en las
constantes de unién, tabla VII.8, a-CD<y-CD<HP-B-CD<fi-CD; debe decirse que para que
exista una union firme y estrecha entre el analito y la CD es indispensable una inclusién
complementaria entre ellos, de tal manera que la cavidad de la y-CD es muy grande para
ajustarse al TMT, mientras que la cavidad de la a-CD es muy pequefia para pemitir la
inclusién de este compuesto en ella de forma adecuada lo cual se refleja en las constantes
de unién. Al mismo tiempo, el factor de fortalecimiento de fluorescencia, evaluado como el
cociente l¢/ly, aumenta en el orden p-CD<HP-p-CD<y-CD, indica que es el volumen de la
cavidad y no la fuerza del enlace el factor dominante. Esto estd de acuerdo con el
mecanismo del fortalecimiento de la fluorescencla de analitos incluidos en CDs, mencionado
anteriormente, en el cual dicho fortalecimiento es atribuldo a fa proteccién del analito de la
desactivacién por moléculas de agua

El mayor valor de Igfly se obtuvo con la y-CD, pero su uso es impractico, pues la
pequeiia constante de unién con el TMT lleva a la necesidad de afadir concentraciones muy
altas de esta CD que es sumamente cara. La mayor constante de union se observé conla p-
CD, pero el factor de fortalecimiento es menor a 2, Asl, entre las CDs que se probaron, el
Gptimo entre la capacidad de unién y el factor de fortalecimiento estuvo dado por la HP-B-CD
que por otro lado, es también la mas soluble de las CDs que se probaron. De esta manera,
se decidié continuar el estudio con la HP-p-CD; en primer lugar, se construyé la curva de
calibracién de intensidad de la fluorescencia contra la concentracion de TMT en presencia de

HP-§-CD 0.07 M, tabla VII.7 y figura 7.5.

7



7. Fluorescencla del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencla de Cldodexurinas

Tabla ViL.7. Fluorescencia del producto TMT con HP-B-CD 0.07 M

[MA] (nM) lua nmiCPS) [MA] (nW) lug nm(CPS)
0 120816 7 393.940
25 104.727 10 495.447
5 268.000 12 553.905

La ecuacién de larecla es:
X(cps) =(120 £ 10) +(37 + 2)[TMT] (7.3)

donde [TMT) estd en nM. E! limite de deteccién, calculado con 3x(DS de la ordenada al
origen)/(pendiente), es igual a 0.8 nM y el rango de aplicacion esta entre 1.5 y 50 nm.

7



7. Fluorescencla del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas
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Figura 7.8. Curva patrén de TMT con HP-B-CD 0.07 M.

Esta alta sensibilidad permite detectar el MA a un nivel de nM, pero puede ser
también Util para el desarrollo de un método con sensibilidad “normal”, por ejemplo en el
rango 0.1-10 uM el cual podria no necesitar un calentamiento prolongado para la conversion
de MA en TMT. La reaccién (1) es lenta y et calentamiento, usualmente a 60-84 °C, es
necesario para realizar la reaccidon en un tiempo razonable, usualmente 10-60 min. El
método fluorimétrico modificado con HP--CD permite, sin embargo, detectar 0.1 uM de MA
cuando solo el 1% del aldehido se ha convertido en TMT. Podria esperarse que esta baja
conversion se alcance durante una hora o menos aun a temperatura amblente lo cuat guié
este estudio a investigar tal posibllidad.

&
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7.3 Determinacién de MA por el Método Cinético-Fluorimétrico Mejorado
con HP-3-CD.

En estudios preliminares se investigd la estabilidad de soluciones de TBA en
presencia de HP-B-CD en medio 4cido. Inesperadamente, se observé la lenta formacion de
un producto amarillo desconocido. Por fortuna, este color no interfirié con la fluorescencia del
TMT en las condiciones empleadas. En esta parte se estudid también el efecto de la
concentracion de TBA en el coclente sefial/blanco ya que de esta relacion depende la
sensibilidad del método. Para ello se registraron cinéticas de la reaccion (1) a diferentes
concentraciones de TBA, manteniendo constantes MA, acido percldrico y HP-p-CD; de estas
cinéticas se obtuvo la relacion seftal/blanco (s/b) a los 15 min, tabla VII.8, observando que la
mayor de estas se da a 0.015 M de TBA, por esta razdn se continud el trabajo con esta
concentracion de TBA.

Tabla VII.8. Relacién sefial/iblanco a los 15 min para la cinética de la reaccién TBA-MA a
diferentes concentraciones de TBA. [MA)=10 uM, [HCIO,)=0.05 M y [HP--CD]=0.07 M.

TTBA] (M) blanco s om (CPS) | 56Nal 4g nm(CPS) )
0.02 2080 19750 6.61
0.015 1180 8300 7.21
0.01 800 6080 6.75
0.005 560 3500 6.25

&
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7. Fluorescencia del Producto de Ia Reaccién TBA-MA en Presencia de Clclodextrinas

El siguiente paso fue obtener una curva de calibracion de MA, siguiendo ia cinética de
la reaccién TBA-MA en presencia de HP-B-CD 0.07 M a temperatura amblente para ello,

se prepararon soluciones de distinta concentracion de MA en acido perclérico 0.05 M. La
ciclodextrina se disolvi6 directamente en la celda con la solucion 0,015 de TBA y después de
afiadir el MA en solucin se registrd la intensidad de la fluorescencia a 548 nm durante
media hora.

T venent
304 A BB mo?w J
A 0% Q05 3

0] 3,=;Wsr£4 ome :

& m;

E

X 0]
100 4
50

0 ) 10 150 am
t(seg)

Figura 7.6. Fluorescencia del producto TMT a 548 nm respecto al tiempo a 25 °C. [MA)=0.8 uM,
[TBA}=0.015 M, [HCIO,}=0.06 M, [HP-B-CD}=0.07 M. En el recuadro se muestran los resultados del
ajuste de regresion polinomial.

En la figura 7.6 se muestra la curva cinética obtenida con 0.8 uM de MA. Los puntos
corresponden a los registros de la intensidad de fluorescencia del producto TMT y la linea
punteada al ajuste con el modelo de regresién polinomial,

&
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7. Fluorescencia del Producto de la Reaccion TBA-MA en Presencla de Clcdlodextrinas
I(cps) = Ag+ A X + 4, X* (7.4)
con el que se ajustaron todas las curvas y donde X es el tiempo en segundos.

Las curvas experimentales obtenidas a temperatura ambiente corresponden a la parte
inicial de la interaccién TBA-MA. Segln nuestros datos (ver seccion 5), la curva cinética total
se ajusta con la ecuacidn (5.3) que durante la parte inicial de la reaccién puede simplificarse
utilizando la apfoxlmacién:

2
—k k¢

e =l~kt+—t

2

es decir, una serie de Taylor hasta el término cuadratico. Con esta aproximacién y tomando
en cuenta que la intensidad de la fluorescencia observada (/) es proporcional a la
concentracién de TMT con un coeficiente de proporcionalidad i (secclén 4.2 ),podemos
escribir:

R S BT Y] yu
1=i[TMT]=i[TMT]0[I~k T ')zf[rm]o(ﬂé’f-%)ﬂ (75
1742

De la ecuacién (7.5) se puede concluir que las curvas cinéticas en estas condiciones
deben ser cuadraticas respecto al tiempo. Sin embargo, encontramos que la adicién de un
término lineal mejora considerablemente el ajuste. La explicacion mas légica a esto es que e!
término lineal toma en cuenta la inevitable fluctuaclén del blanco, que se genera debido al
largo periodo de medicién, 30 minutos. Entonces, el sentido de los pardmetros de la
ecuacién (7.4) es el siguiente: A, es la intensidad del blanco, A, refleja la velocidad de
fluctuacién del blanco (que es de hecho, muy pequena) y finalmente, A, es i[TMT], k'; k'/2.

&
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7. Fluorescencla del Producto de la Reaccdién TBA-MA en Presencla de Ciclodextrinas

Evidentemente el parametro proporcional a |la concentracion de TMT es A, y puede
utilizarse para construir su curva patrén, figura 7.7. Sin embargo, estadisticamente parece
mejor utilizar los cambios de intensidad de fluorescencia a un tiempo fijo, Al,, los tiempos que
se escogieron son 15 y 30 minutos, pues son los que generalmente se emplean para incubar
la reacclon en los procedimientos tradicionales reportados en la literatura.

gomsd [Y=A+BMAl s

A S2IE4 umﬁe
B SSST4ET 41868
0ms{ | RoarEn

b Ao «© @ )
(MAJ (V)

Figura 7.7. Curva patrén de MA a partir de [ TMT]y &'y k'»2 (A,).
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7. Fluorescencia del Producto de la Reaccldn TBA-MA en Presencla de Clclodextrinas

Con las constantes obtenidas para cada curva, tabia VII.9 se calculé la intensidad a
15 y 30 minutos a estas intensldades se resté el valor de la intensidad al tiempo cero de
cada curva (A).

Al\s=15- 4

Alyg =1y, - 4

y con estos Algg nm, tablas VIL10 y VIL11; figuras 7.7 y 7.8 se construyé la curva patrén de
MA para ambos tiempos.

Tabal VII.9. Coeficientes de la ecuacién (7.4) para la curva patrén de MA.

[MA] (nM) A, A A;

0 487 0.2 -3.05e-5
80 706 0.15 1.29¢-4
100 948 0.2 5.93e-5
150 869 0.2 9.09e.5
200 990 0.2 1.33¢-4
300 930 0.27 1.19e-4
400 1043 0.12 2.66e-4
600 763 0.36 2.97¢4
800 796 0.31 4.57e-4
1000 1123 0.42 5.8e4

8



7. Fluorescencla del Producto de la Reacdién TBA-MA en Presenda de Clclodextrinas

Tabla VIL.10. Curva patrén de MA con Al 54 o a los 15 min de reaccion.

(MA) (nM) | Al g4g nm, somin

{cps)

0 155.29
80 239.49
100 227.03
150 253.62
200 288.73
300 339.39
400 323.46
600 564,57
800 649.17
1000 847.8

100
80
g
E .
§ lmmm=A+BMA &
- A 127 1890
B 08B Q0818
204 R =Q.88600
[
0 . -
0 an ) ) .

(M) ()

Figura 7.8. Curva Patrén de MA a los 15 min de reaccién a 25°C. [TBA]=0.015 M, [HCIO.}=0.05 M,
[HP-p-CD)=0.07 M. En el recuadro se muestran los resultados de regresién lineal.
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7. Fluorescencla del Producto de la Reaccidn TRA-MA en Presencia de Cidodextrinas

Ecuacidn de la recta a los 15 min:

Al 5ggm = (150 £ 20) +(0.65 £ 0.040) MA] (7.6)

con [MA] en nM.

Tabla Vii.$1. Curva patrén de MA con Al g am @ los 30 min de reaccion.

(MA](nM) | Al gianm, somin (CPS) | [MA] (M) | Al 543 um, 30min (CPS)
0 261.18 300 871.58
80 887.96 400 1077.84
100 §51.13 600 1610.28
150 654.51 800 2038.68
200 791.92 1000 2635.2
1
Tam=ATBI &
204 A %3 K15

M (™)

Figura 7.9, Curva Patron de MA a fos 30 min de reaccién a 25°C. [TBA]=0.015 M, [HCIO,]=0.05 M.
[HP-B-CD}=0.07 M. En el recuadro se muestran los resultados de regresion lineal,

&,
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7. Fluorescencla del Producto de la Reaccién TBA-MA en Presencia de Cidodextrinas

Ecuacion de la recta a los 30 min:
Al g g =(320£ 50) +(2.2 £ 0.1)| MA) (7.7)
donde (MA] es nM.
Es importante mencionar que [a no linealidad de las curvas cinéticas excluye la

posibilidad de utilizar sus pendientes iniciales para construir la curva patrdn que es el método
mas comun y sencillo en las determinaciones cinéticas (ver pagina 81, ecuacién (7.5)).
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8. Mécodo Propuesto

8 Método Cinético-Fluorimétrico Propuesto para la
Determinacién de Malonaldehido

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten proponer la introduccién de
clclodextrinas, en este caso de hidroxipropli-p-ciclodextrina, en el método del acido
tiobarbitGrico, como medio de aumentar su sensibilidad en la determinacidn del producto
TMT por fluorimetria.

En este caso el métado al que se liegé es un método cinético-fluorimeétrico, en el cual
se hace reaccionar una allcuota del extracto de la muestra con un volumen igual de TBA
0.015 M en el cual se disuelve la cantidad requerida de HP-B-CD para dar una concentracion
en la celda 0.07 M. Se sigue la cinética de esta reaccién a 25°C durante 40 min registrando
la intensidad de la fuorescencia de la mezcla de reaccién a 548 nm como A, y 520 nm como
A, La curva obtenida se ajusta con la ecuacién (7.4) y con las constantes del ajuste se
calcula la intensidad a 15 y 30 min , con estos valores y la intensidad en el tiempo cero de la
curva cinética se calcula Al g o ¥ CoON la ecuacién de la curva patrén para cada tiempo,
(7.6) y (7.7), se calcula la concentracién de MA en la celda.

8.1 Aplicacidn del Método Propuesto en Muestras de Carne

Asi, |a parte final del trabajo consistid en probar este método en sistemas reales y
determinar el % de recuperacidon de MA. Las muestras con que se trabajé fueron carne de
res y chuleta ahumada de puerco, De cada una de ellas se tomaron tres muestras de 10 g, a
dos de ellas se aftadieron 0.1 mL de MA 1500 uM y se trataron como se explica en la
metodologla para obtener 3 nM de MA anadido en el extracto. 1mL de extracto se puso a
recclonar con 1ml. de TBA 0.03 M e HP-(-CD 0.07 M (0.2157 g), de tal manera que en la

&
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8. Método Propuesto

celda se tuvieron las siguientes concentraciones: [MA]aige=1.50 pM, [TBA}=0.015 M,
[(HCI0,]=0.05 M y (HP-p-CD}=0.07 M.

Se corrieron tres cinéticas de cada extracto, las curvas se trataron como se explicd
antes y los resultados de Al 54 m para cada muestra a 15 y 30 minutos se resumen en las
tablas VilL.3 y ViIl4, En las figuras 8.1 y 8.2 se presenta un ejemplo de las curvas
registradas para carne de res y chuleta ahumada de puerco asl como su ajuste con la
ecuacion (7.4).

800 '(qs)"%"A?(’:BX
A BR16 HUX v
0 A, 008687 00R2% ‘e
A, BT13E-4 000003 e
J R=096062 A

6 & #o  ® aw
t (seg)

Figura 8.1, Curva cinética obtenida con extracto de carne de res y MA 1.5 uM a 25°C (B1).
[TBAJ=0.015 M, [HCIO,]=0.05 My [HP-3-CD]=0.07 M.
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8. Método Propuesto

((ope) =Ag +A X+A
) (ope) =Ay ?((B;X"

A, 97B10 2381 o
40+ A, 0658 0061

A, 420E4 00000
W01 | R=0g8006

) W s aw

Figura 8,2, Curva cinética obtenida con extracto de chuleta ahumada de puerco y MA 1.5 uM a 25°C
(F3). [TBA]=0.015 M, (HCIO,4]=0.05 M y (HP-B-CD}=0.07 M.

En fas tablas VIIl.1 y VIil.2 se presentan los pardmetros Ay, A, y A; de los ajustes de (as
curvas cinéticas de fas muestras.

L.as muestras se nombraron de fa siguiente manera: A y D son respectivaments, los
extractos de camne de res y chuleta ahumada de puerco sin MA afiadido, mientras que ios
extractos con MA 1.5 uM son B y C para came de res y E y F para chuleta ahumada. Los
nimeras 1-3 corresponden a las repeticiones de {a determinacién,

&
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8. Método Propuesto

Tabis Viil.1. Coeficientes de la ecuacion (7.4) para las
muestras de came de res. B y C son las muestras con MA
afladido,

Muestra Ay Ay A;
At 650 0.21 6e-5
A2 642 04 -18-5
A3 690 0.24 6.6e-5
B 650 09 6.7e-4
B2 450 0.92 6.9e-4
B3 640 1.68 2.1e4
c1 610 1.4 3.1e4
c2 730 1.4 4e-4
c3 610 1.48 d.1e-4

Tabla Vii1.2, Constantes de la ecuacién (7.4) para las muesiras
de chuleta ahumada de puerco. E y F son las muestras con MA
afiadido.

Muestrs Ay Ay A;
D1 640 01 de-5
D2 640 0.1 2e-5
D3 630 0.1 4e-5
(2] 720 0.6 4.90-5
E2 780 0.58 4.8e-5
E3 780 0.59 5e-5
F1 1080 0.93 2.3e-5
F2 1024 0.72 3.7e-5
F3 980 0.65 434
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Tabla VL3, Al 55 nm @ 15 ¥y 30 min de las curvas
cinéticas de los extractos de came de res. A es la
muestra sin MA afiadido, B y C son la muestras con MA
1.5 uM en la celda.

Determinacion | Al ggom, t6mn | Al s4anm, 30 min
Al 2376 572.4
A2 351.9 687.6
A3 269.46 6435
B1 1352.7 3790.8
B2 1386.9 38916
B3 1682.1 3704.6
C1 1511.1 35244
c2 1584.0 3816.0
C3 1683.1 3668.4

Tabla Vill4, Al 54 vy 8 15 y 30 min de las curvas
cinéticas de los extractos de chuleta ahumada de puerco.
D es la muestra sin MA afsdido, E y F son la muestras
con MA 1.5 uM en la celda.

Determinacién | Al ggnm, 1emin | Al s4anm, 30 min
D1 1224 309.6
D2 108.2 244.8
D3 1224 309.6
E1 936.9 2667.6
E2 910.8 2599.2
E3 936.0 2682.0
F1 1023.3 2419.2
F2 9477 2494.8
F3 933.3 2563.0
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Para cada muestra se calculd el valor promedio de Al g o ¥ Con la ecuacion de la
curva patrén a 15 y 30 minutos se obtuvo la concentracion de MA en cada muestra. Los
resultados de estos calculos se presentan en las tablas VIIL.5-VIIl.8 donde se muestra

8. Método Propuesto

también los % de recuperacion y la cantidad de MA expresada como Numero TBA (No. TBA)
que son mg de MA en un kg de carne.

Tabla VIILS. Concentracion de MA No. de TBA y % de recuperacidn para las muestras de
carne de res determinados con el método cinético-flucrimétrico propuesto a los 15 minutos,

Muestra | Peso (@) | Al gegnm, 16 min | [MA) u,,ﬂ.{ +ds* | No, TBAygmin £ 08 %
zds (uM) mgMA/kg Rec,
A 10.2330 290 + 50 0.21+0.04 0.15+0.03
8 10.2892 1500 £ 100 2.1+0.1 147 + 0.07 126
Cc 10.6280 1500 + 30 2.08 + 0.06 1.40 £ 0.04 1246

‘Esta es la concentracion de MA de la dilucion en la celda.

Tabla VIIl.8. Concentracién de MA No. de TBA y % de recuperacidn para las muestras de
came de res determinados con el método cinético-fluorimétrico propuesto a los 30 minutes.

Muestra | Peso(9) | Ml sanmsomn | [MA]) somn £ d8 | No. TBAy 1y, + dis %
tds *(1M) mgMA/kg Rec.
A 10.2330 630 1 50 0.14 £ 0.01 0.098 £0.0007
8 10.2892 3790 + 80 1.58 £ 0.03 1.1010.02 96
Cc 10.6290 3700 1 100 1.54 £ 0.04 1.04 £ 0.03 93.3

*Esta es la concentracion de MA de la dilucién en la celda.
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Tabla VIII.7. Concentracién de MA No. de TBA y % de recuperacion para las muestras de
chuleta ahumada de puerco determinados con el método cinético-fiucrimétrico propuesto a los
15 minutos.

Muestra | Peso(g) | Al gapm, 1min | [MA] (gmin 2 dS* | NO, TBAjgmn = OIS %
tds (uM) mgMA/kg Rec.
D 9.9844 180+ 30 0.048 10.003 0.035 + 0,002
E 9.5231 930+ 10 1.30 £0.01 0.983 1 0.007 83.48
F 9.6675 970 + 40 1.36 1 0.06 1.0128 £ 0.04 87.46

*Esta es la concentracion de MA de la dilucién en la celda.

Tabla Vill8. Concentracion de MA No. de TBA y % de recuperacién para las muestras de

chuleta ahumada da puerco determinados con el método cinético-fluorimétrico propuesto a los
30minutos.

[ WMuestra | Pes0(9) | A sanmomn | IWA] somn £ 08° |NO, TBAx min £ 08| %
tds (uM) mgMA/kg Rec.
D 9.0844 450 £ 60 0.057 £0.006 0.041 £ 0,004
E 9.5231 2650 £ 40 1131 0.02 085£001 71.69
F 9.6675 2490 £ 60 1.06 £ 0.03 0791002 | 66.66

*Esta es la concentracion de MA de la dilucién en la celda.
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8.2 Comparacién con el Método Espectrofotométrico Tradicional

Por otro lado, se determind MA en los mismos extractos por espectrofotometria. Una
alicuota de 2 mL de extracto se puso a reaccionar con 2 mL de TBA 0.03 M en un bafo de
agua a 94°C por 15 min, se enfrié la mezcla en agua y hielo y se midié la absorbancia de Ia
solucién a 632 nm. ‘

Para esla parte se preparé una curva patrén de MA de concentracion 0.1 a 10 uM
haciendo reaccionar 2 mL de soluciones de MA (en acido perclérico 0.1 M) con 2 mL de TBA
0.03 M. Las mezcias de reaccion se trataron igual que las muestras, En la tabla VIIL9 y la
figura 8.3 se presentan los datos de esta curva.

Tabla VIIL9, Curva patrén de MA determinando el Producto TMT por espectrofotometria.

(WA} M A 520
0 0
0.1 0.0165
0.7 0.1045
1.0 0.1782
5.0 0.8828
8.0 1.3829
10.0 1.6906

Del ajuste que se muestra en la figura 8.3 se tiene que la ecuacion para la curva patrén es:
Assnm =(0.002:£0.009) +(0.171+0.002)] MA) (8.1)
donde [MA] es uM.
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Figura 8.3. Curva patrén de MA determinado por espectrofotometria.

Los datos obtenidos para las muestras se presentan en las tabla Vill.10.

Tabia Vili.10. Absorbancias de las mezclas de reaccién de los extractos de carne de res y chuleta
ahumada de puerco con TBA. [TBA)=0.015 M. y [HCIO]=0.06 M.

Res Ag32nm Chuleta Agsanm
Al 0.0345 D1 0.0228
A2 0.0362 D2 0.0205
A3 0.0376 D3 0.0227
B1 0.2139 E1 0.2107
B2 0.2050 E2 0.2137
B3 0.2098 E3 0.2085
C1 0.2009 F1 0.2278
C2 0.1954 F2 0-2255
C3 0.1955 F3 0.2179
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En las tablas VIll,11 y VIIL.12 se muestran los resultados de la determinacion de MA
por espectrofotometria.

Tabla Vill.11. No. TBA y % de recuperacién de MA para carme de res. determinacién

espectrofotométrica,
Muestra Peso Agam tds | [MAJtds* | No,TBA:tds | %Rec,
(@) (uM) mgMA/kg
A 10.2330 0.036 £ 0.001 | 0.2010.01 0.141 £ 0.007
8 10.2892 0.209:0.004 | 1.21+0.02 085+ 0.01 67.33
C 10,6290 0.197£0.002 | 1.19:0.01 0.806 + 0.007 66

Tabla Vill12, No. TBA y % de recuperacién de MA para chuleta ahumada de puerco,
determinacidn espectrofotométrica,

Muestra Peso Agsanmids [MA] + ds* No. TBA + ds % Rec,
(0) (M) mgMAlkg
0 9.9844 0.022+0.001 | 0.117£0.005 | 0.08410.004
E 9.5231 02100002 | 1.22+001 | 08220+0007 | 73.53
F 9.6675 0.224 +0.004 | 1.30:0.02 0.97+0.01 78.86

La inspeccién de los resultados obtenidos muestra que la concentracién de MA
calculada con el método nuevo depende del tipo de la curva patrdn, pues los valores
calculados utilizando Al g, difieren de los calculados con Al 5, i, mas aila de los lImites del
error. Para la muestra de came de res las diferencias san muy grandes, legando a un nivel
del 50%, mientras que en el caso de chuleta las diferencias estan alrededor de! 20%. La
recuperacion en el caso de la muestra de carne es de méas del 100 %, tomando en cuenta
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los resultados a los 15 min, y para chuieta de puerco ia recuperacion es considerablemente
menor al 100%, entre 60 y 80% que es lo tipico para el método del TBA en carnes (Raharjo
et al, 1993). En realidad, se observa el mismo nivel de recuperacién empleando la
metodologia tradicional espectrofotométrica para las misma muestras, tablas VIL11 y
vili.12.

La comparacidn de los resultados de !a determinacién de MA con el métado nuevo a
temperatura amblente con lo abtenidos por espectrofotometria, muestran un acuerdo
satisfactorio considerando que cada método tiene sus errores sistematicos. Si tomamos los
valores promedio de las determinaciones a 15 y 30 minutos, obtenemos que para la muestra
de camne el No, TBA promedio es 0.12 + 0.03 mg/kg y por espectrofotomelria este pardmetro
es igual a 0.140 + 0.08 mg/kg, es decir, que ambos cainciden dentro de los (Imites del error;
para chuleta el No, TBA promedio es 0.038 + 0.004 mg/kg y por espectrofolometria este
pardmetro es igual a 0.084 + 0.004 mg/kg, es decir dos veces mayor, Sin embargo en este
caso la cantidad de MA esta en el limite de deteccion por espectrofotametrla, cuando el error
de la curva patrén a una concentracidén de este nivel es aproximadamente £50%, como
puede evaluarse en la ecuacién (6.1). Es decir, el error de reproducibilidad mostrado en (a
tabla VI.42, no refleja el error real, que es mayor al 50% y de hecho los resultados de
ambos métodos estan también en los (Imites del error.

&

97



9. Conclusiones

9, Conclusiones

1. En base al estudio cinético se propuso un mecanismo de la reaccian entre MA 'y
TBA el cual esta constituido por dos etapas consecutivas; la primera es la condensacién
bimolecular de TBA con un grupe carbonilo del MA formando un intermediario sin color, y
la segunda es la condensacidn también bimolecular de ofra molécula de TBA con el
segundo grupo carbonilo del MA para formar el producto final de color rosado.

2. Las micelas de diferentes tensoactivos, anilina y iones Cu® no sirvieron como
catalizadares de la reaccian.

3. Las ciclodextrinas fortalecen considerablemente la fluorescencia del producto de
la condensacion MA-TBA.

4, La determinacidn fluorimétrica del producto de condensacién en presencia de
hidroxipropil--ciciodextrina (HP-p-CD) tiene un limite de deteccidn de 0.8 nM, que es el
mas bajo de todos los publicados a la fecha que estdn alrededor de 0.1 uM en fluorimetria
y 0.3 mM para espectrofotomeltria.

5. Se propuso un nuevo método cinético-fluorimétrico, que permite determinar
hasta 0.1 yM de MA de MA sin necesidad de calentar la mezcla de reaccion.

&
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10 Apéndices
Apéndice A
De acuerdo con el esquema;
MA +TBA —2— X +H,0
X +TBA —— TMT + Hy0 )
para la velocidad de formaclén y transformacién de X tenemos:
5&-?'—] =k [TBAY MA] - k[ X][TBA] (A2)
coq TBA en exceso:.
W) 1) z
donde:
k'y = ky[TBA), k's = ky[TBA] (A4)

lsara resolver la ecuaclén (A3) se utiliza el método de ‘la constante variable”. Es decir,
inicialmente se busca la solucién de la ecuacién con k', [MA]=0.

d[X
~%] =~k'y [X] (A5)
[X]=ze™*! (A6)

Luego, la constante Z se trata como una variable para la ecuacion completa:
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, , dle™*! , .
"_U‘;:‘ =%—’Z-e'k=’+2————————( )=."-?.e“*z'-k'22e"‘='=

dt dt
_ dgf_e_,‘-,, k' [X]= k[ MA] = Ry [ X] (A7)
de aqul tenemos:
dZ g '
Z, K2t = gy [ M| -

Por otra parte, la concentracién de MA puede calcularse de la ecuacion

M =—k', [MA] (A9)

a

donde k', incluye a [TBA] que se considera una constante porque se encuentra en exceso
en el medio de reaccion.

Considerando como condicion inicial [ MA], _, =[ MA], (A9)da
[MA] = Ma] et (A10)
Combinando las ecuaciones A8 y A10 se tiene la sigulente expresion:

_dff_e-k" I K, [MA]()L’-"'" (A11)
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dZ [OT
Z:k‘,[MA]oe( it (A12)
La tltima ecuacién es una ecuacion diferenclal para Z, cuya solucion tiene la forma:

Z= k', [Md] 20 F-‘-k-,-+ Y (A13)
270

donde Y es una constante de integracion que hay que calcular en las condiciones
iniciales. Introduciendo (A13) en (A6) se tiere:

[x]= %ﬂ{—“’—’k‘i,]ﬂe-*"' + YeHd! (A14)
278

La condicién inicial s que [X], . =0

_ k[ md),

0
k‘z"k“

+Y

(e

k'y-k

y finalmente:

&
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kMl e KAMA) ey
[X]- k".’."k'l e - k|2"k'l e =

RN
ome SUBT) L

Puede obtenerse la ecuacién cinética para el TMT de las ecuaciones diferenciales .
utilizando la ecuacién del baiance de masa:

[TMT) = MA], - [ MA]-[ X (A16)

Conias ecuaclones (A10) y (A16) tenemos:

(rur) s - ot - L )

=[MA] (l - k'2 e*k.l‘ - k‘ie-k‘lr + k.le_k'lf - k'le-k.:‘) =
0 k'z_kll

kl e'k‘|’ _kl e_klll)
=[MA] | 1- =2 ' =
[ ]0[ k|2_kal

(A17)

_ k'l e~k'zl —k'z e-/(';l)
-[MA]O[I k'l_klz

Esta ecuacién se menciona en el capituio nimero 5,.Cinética de ia Reaccion TBA-MA,
donde se hombra como ecuacion (5.3).
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Apéndice B

Al parecer, el producto TMT se une a la a-CD dando los siguientes equilibrios:

TMT + CD ===t== TMT-CD

(1)
TMTCD + CD ==k=== TMT.CD,
(82)
La fluorescencia del preducto TMT est4 dada por:
I,=1,+1,.,+1... (83)

donde /,,; es la intensidad observada y corresponde a la suma de la intensidad de
fluorescencia del producto TMT libre y la intensidad de fluorescencia del producto TMT
unido con una y dos molécutas de a-CD.

Con la ecuacién (4.8) (ver Capitulo 4) tenemos;

o o IMT-CD

1, =i, [TMT)+i,,,|TMT - CD) +i,,.,[TMT -CD,] (4

Por otro lado, el balance de materia para el TMT es:
[TMT), =[TMT]+[TMT - CD]+[TMT -CD,] (89

y considerando los equilibrios (B1) y (82)
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(7M1, = [TMr{1+ K [CD] + K K [CD]

| T™T
(M7} = l+K[[CD]Il [cD]
K[rMT][CD]
1+ K,[CD]+ KK,[CD]

(86)

[TMT - CD) =

T Y (87)

_~n __KK[TMT)[CD]
TMT = CD, =1 K[ co]+ K [D] i

con esto |a ecuacion (B4) queda:

mr cn[CD]K + Imr ~Cly |K [CD]
“” 1+ K|[CD)+ K K,[CD]

[7MT],

y en fas condiciones del experimento,
K [CD)<<t; y Ko[CDJ<<1

(B4) de simplifica a:

I,=1+1

MI-CD |[CD] +1 [CD]

IMT-Cly |

Esta es la ecuacién (7.1) del Capltuio 7.
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