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INTRODUCCION

Para la identificacion del punto final en una titulacion acido-base es necesario la
utilizacion de un indicador acido-base el cual posee caracteristicas de acidos o bases
organicos débiles cuya disociacion reversible tiene la caracteristica especial de que el
color de la solucion de la forma disociada es diferente al de la forma sin disociar.

Algunos vegetales poseen colorantes que al ser extraidos tienen caracteristicas
de un indicador acido-base debido a que poseen sustancias que les proporcionan
color como las llamadas antocianinas, dichas sustancias presentan propiedades acido-
basicas, lo que significa que el color caracteristico de estas puede ser modificado por
cambios en el pH, por lo tanto es posible el uso de estas sustancias como indicadores
en valoraciones acido-base.

Por lo anterior se desarrolld un sistema de extraccion para algunos vegetales
como: Betabel, Cebolla morada, Cereza, Ciruela, Col morada, Fitolaca, Flor de Jamaica,
Fresa, Sandia, Uva Morada y Zarzamora. A las que posteriormente se realizaron
pruebas en soluciones acidas y soluciones basicas, registrando los colores obtenidos,
asi como su comportamiento en valoraciones &acido-base y la determinacion
espectrofotométrica de la constante de acidez pKa.

Litioma Maria Lépe: Gonzdlez vy Juan Francisco Magafia Sosa i\-'
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I. MARCO TEORICO

A. Indicadores

Muchas sustancias naturales y sintéticas presentan colores que dependen del pH de
las soluciones en que estan disueltas. Algunas de estas sustancias, utilizadas durante siglos
para indicar la acidez o alcalinidad del agua, todavia se emplean como indicadores Acido-
Base.'

Una lista de los compuestos que tienen propiedades de indicador Acido-Base es muy
larga y comprende una variedad de estructuras organicas. Ordinariamente se puede
encontrar un indicador cubriendo cualquier intervalo de pH deseado.

Unos pocos de los indicadores mas comunes se dan en la {abla 1.

. Para determinar cuando se alcanza el punto de equivalencia en una valoracion directa
Acido-Base, el analista aprovecha el gran cambio de pH que ocurre en las titulaciones.?

Existen muchos acidos y bases organicos débiles que presentan diferentes colores
cuando estan sin disociar y cuando estan en forma ionica. Estas moléculas se pueden utilizar
para determinar cuando se ha adicionado la cantidad suficiente de titulante y se les denomina
indicadores visuales.’

Estos son compuestos organicos de estructura compleja que cambian de color en
solucion a medida que cambia el pH. Los indicadores son acidos o bases débiles. Debido a su
intensa coloracion, solo se necesitan de 2 hasta 10 gotas de una solucion diluida de un
indicador para cualquier determinacion, esta cantidad depende de cada indicador.?

1. Indicadores Acido-Base

Un indicador acido-base es un compuesto de peso molecular medianamente elevado,
cuya forma no disociada tiene un color diferente al de su forma conjugada. En el agua o en
otros disolventes se comportan como acidos o bases débiles y de este modo participan en las
reacciones de equilibrio en que interviene el ion hidrogeno. Las reacciones de disociacién o
asociacion de estos compuestos son complicadas, reagrupaciones de estructura interna a las
cuales deben sus cambios de color. Estas reagrupaciones son las responsables de las
propiedades indicadoras de estos compuestos.

Un ejemplo sencillo es el p-nitrofenol, el cual es un acido débil que se disocia como
sigue:

Jiy
/’0\
+ H H :_——._.7 I ‘ " H_?'_"
H
r
/N‘\
1] [| I

Figura 1. Equilibrio acido Base de la molécula de p-nitofenol.”

_ Lilana Maria Lopes Gonzale:  Juan Francisco MagahaSose I
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En forma no disociada es incoloro, pero el anion, que tiene un sistema de ligaduras
simples y dobles alternadas (un sistema conjugado), es amarillo. Las moléculas o los iones
que tienen tales sistemas conjugados absorben la luz a longitudes de onda mas largas que las
moléculas en donde no existen sistemas conjugados. La luz que se absorbe con frecuencia
esta en la porcion visible del espectro, y por ello la molécula o ion se colorea.

Sin discutir la naturaleza de las reagrupaciones estructurales podemos simbolizar la
reaccion de asociacion o disociacion de un indicador Acido-Base.
Por ejemplo, el siguiente equilibrio describe el comportamiento de un indicador de tipo acido,
HIn.
HIn + H,0 <« In + H;0*
Color acido Color basico

En este caso, la disociacién se ve acompaiada por cambios en la estructura interna del
indicador y ocasiona un cambio de color. En este caso el indicador (el cual puede ser de
constitucion molecular o ionica) se comporta como un acido débil que suministra al disociarse
un anion, In’, y un ion hidrégeno.

El equilibrio para un indicador de tipo basico In, es:®

In + HO0 & InH* +OH

Color basico Color acido
Para el sequndo caso, el indicador actia como una base débil capaz de combinarse
con iones hidrégeno para formar el acido conjugado de la base. En ambos casos, difieren en
el color de las dos especies implicadas en estos equilibrios. La especie predominante, y por lo
tanto el color, depende del pH. Asi en el primer caso, Hin sera el mayor constituyente en
disoluciones fuertemente dcidas y sera el responsable del “color acido” del indicador, mientras
que IN representara su “color basico”; en el segundo caso predominara la especie IN en
soluciones basicas y de este modo serd responsable del “color basico” de este indicador,

mientras que Hin constituira el “color acido”.

La expresion de la constante de equilibrio para la disociacion de un indicador de tipo
acido tiene la forma:

Ka = [H:0" ] [In]
[ Hin ]
En forma logaritmica se convierte en 2
pH =pKa - log [HIn]
[In]

Como puede verse, la concentracion del ion hidronio determina la relacion del acido y
la base conjugada del indicador y, por tanto, determina el color que desarrolla la solucion.

b
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El ojo humano es poco sensible para apreciar diferencias de color en soluciones que
contienen una mezcla de In” y HIn, en particular cuando Ia relacion [ HIn ]/ [In’] es mayor
que 10 6 menor que 0.1. En consecuencia, para el observador comdn el color que imparte a
una solucion un indicador tipico parece cambiar rapidamente sélo dentro de las relaciones de
concentracion que estan en los limites entre 10 y 0.1; a valores mayores 0 menores, para el
ojo humano el color practicamente es constante e independiente de esta relacion. Se puede
afirmar que el indicador promedio HIn exhibe su color acido puro cuando

[ HIn ] > 10

[In] 1
y su color basico cuando
[ HIn ] > 1

[In] 10

El color parece ser intermedio para relaciones entre estos dos valores. Estas
relaciones varian considerablemente de un indicador a otro. Ademas, las personas tienen
distinta capacidad para diferenciar los colores, no asi un daltonico, que es incapaz de
distinguir un color entre otros.

Se puede calcular la concentracion de ion hidronio necesaria para que ocurra un
cambio en el color del indicador. Asi para el color completamente acido,

[H:0'] = 10K,
y de manera similar para el color completamente basico,
[H;0*] = 0.1K,

Para obtener el intervalo del indicador, se toman los logaritmos negativos de las dos
expresiones:

pH (color acido) =-log (10K,) = pK, +1
pH (color basico) =-1log (0.1 K,) = pK,-1
intervalo de pH del indicador = pK; + 1

Por tanto, un indicador con una constante de disociacion acida de 1 x 10° ( pK, = 5)
muestra un tipico cambio total de color cuando el pH de Ia solucion en la que esta disuelto
cambia de 4 a 6.

El intervalo de pH en el que un indicador exhibe un cambio de color depende de la
temperatura, de la fuerza ionica del medio y de la presencia de disolventes organicos, y de
particulas coloidales. Algunos de estos efectos, en particular los dos dltimos, pueden
ocasionar que el intervalo de viraje se desplace una o dos unidades de pH. !
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A continuacién presentamos una tabla de indicadores comunes:

NOMBRE  VIRE(pH) E\%ng Bigngo pIILE I BIEERE e pig e

Violeta de

. 0.5-1.5 amarillo azul =1
Metilo
Amarillo de " .
Metilo 1.2-4.0 rojo amarillo 3.3 3.3 3.1
Azul de ;
Biaimatonal 3.0-4.6 amarillo azul 3.8 8.9 9.5
Naranja de N 2 .
Metilo 31-44 rojo anaranjado 3.5 3.8 3.4
Verde de 5
Bromocress) 3.8-54 amarillo azul 4.7 9.8 10.6 8.7 7.3
Rojo de Metilo 4.2 - 6.0 rojo amarillo 5.0 9.0 10.5
Rojode 48 64 amarllo  rojo 6.0
Clorofenol : ; :
p- nitrofenol =18 incolora amarillo x6.6
Azul de ’
Bromotiniol 6.0-7.6 amarillo azul X
. 6.4-8.0 : .
Rojo Fenol amarillo rojo 7.8 12.8 135 13.7
Rojo Cresol 78-88  arillo rojo 8.1
Azul de Timol 20796 amarillo azul 8.9
fenoftaleina 8.0-98 incoloro rojo 9.3 15.3 16.3
Timoftaleina > 10.5 incoloro azul 9.9
Amarillo de 10.0 - . .
Alizarina 12.0 amarillo violeta 11.1
Purp;;asg;e M 19-18 rojo amarillo 1.5
DMSO = Dimetilsulfoxido DMFA = Dimetilfoarmamida EtOH = Etanol o Alcohol Etilico MeOH = Metanol

o Alcohol Metilico
7abla 1. Algunos Indicadores Acido-Base importantes’

2, Errores debidos al indicador

Existen por lo menos dos fuentes de error al determinar el punto final de una titulacion
utilizando indicadores visuales. Uno de ellos ocurre cuando el indicador que se utiliza no
cambia de color en el pH adecuado. Este es un error determinado que se puede corregir por
medio de la determinacion del /indicador en blanco.

En el caso de los acidos débiles (o0 bases débiles) ocurre un segundo error; aqui la
pendiente de la curva de titulacion no es grande y por lo tanto el cambio de color en el punto

Liliana Maria Lope: GGonzdlez y Juan Francisco Magana Soxa - 4
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final no es agudo. Aun cuando se utiliza el indicador adecuado, ocurre un error indeterminado
que se refleja en la falta de precision para decidir exactamente cuando sucede el cambio de
color. La utilizacion de un solvente no acuoso puede mejorar la agudeza del punto final en
estos casos. *

B. Determinacion del pKa de un Indicador

1. Generalidades de Espectroscopia

Los métodos espectroscopicos atdémicos y moleculares figuran entre los métodos
analiticos instrumentales mas utilizados. La espectroscopia molecular basada en la radiacion
ultravioleta, visible e infrarroja sirve para identificar y determinar una enorme variedad de
especies quimicas organicas, inorganicas y bioguimicas.

La Espectroscopia de absorcion molecular en la region UV y visible tiene su principal
aplicacién en el analisis cuantitativo, y es uno de los métodos preferidos de laboratorios
quimicos vy clinicos.

a. Espectros de Absorcion

Todos los atomos y moléculas son capaces de absorber energia, de acuerdo con ciertas
limitaciones, las cuales dependen de la estructura de la sustancia. La energia se puede
proporcionar en forma de radiacion electromagnética (luz). El tipo y cantidad de radiacion
absorbida por una molécula guarda relacién con la estructura de la molécula; la cantidad de
radiacion absorbida estad sujeta asimismo al nimero de moléculas que interaccionan con la
radiacion.

b. Longitud de Onda

Es la distancia lineal desde cualquier punto de la onda hasta el punto correspondiente
de la onda adyacente. La dimension de la longitud de onda corresponde a la de una longitud
(L) ver figura 2.

Se expresa en centimetros (cm) o mas, comunmente en las siguientes unidades: *

1Angstom(R) = 10°cm= 10"m
‘ 1 nanémetro (nm) = 107cm= 10°m
= 10*cm= 10°m |

I 1 micrémetro (um) i
Tabla 2. Valores de equivalencia de las distintas unidades de medicion de longitud.”

Longitud de onda

Figura 2. Representacion grdfica de la Longitud de Onda.”

E ;‘:Imm lh!f_l-.q::_(_;an:ﬂ!.:jj‘um; !‘muatm!.-la:il Sona i 5



Desarrollo de Indicadores Acido - Base en Medio Acuoso a Partir de Extractos Etandlicos de Origen Natural

Intervalo de longitud
Region de onda
uv 180-380 nm
Visible 380-780 nm
IR cercano 0.48-2.5 pm
IR medio 2.5-50 pm

Tabla 3. Regiones del espectro Ultra Violeta / Visible e Infrarrojo.”

c. Determinacion del pKa de un indicador mediante
espectrofotometria

Las curvas de absorcion de un indicador a diferentes valores de pH constituyen un
método excelente para el estudio de los cambios de color que se producen en los indicadores
Acido-Base. Al representar para un indicador, como por ejemplo el azul de bromofenol, el
espectro de absorcion (absorbancia A frente a longitud de onda A ) a diferentes valores de pH
en las proximidades del pK, se obtienen diferentes curvas con dos maximos cada una y que
se cortan en un punto comun denominado punto isosbéstico, cuya existencia indica que se
establece un equilibrio quimico entre especies interconvertibles.

Un indicador es ordinariamente un acido o una base débil que presenta diferente color
dependiendo del estado de protonacion. Asi, para un indicador acido hemos de considerar el
equilibrio:

InH <> In" +H*
color A color B
La constante aparente de equilibrio para la ionizacion del indicador viene dada por:

K= [In][H"]

[InH]
y para situaciones en que se produce una ionizacion parcial del mismo siendo x la fraccion de
forma disociada y I - xla fraccion de forma sin disociar:
K= x [HY]
—— Ecuacion 1
I=x
A una determinada longitud de onda, preferentemente en las proximidades de un
maximo, si A es la absorbancia de la disolucion en que sdlo esta presente la forma acida del
indicador y A2 es la absorbancia de la disolucién en que solo esta presente la forma basica del
mismo, la absorbancia medida A vendra dada por:
A=(1-x)A; +xA;
de donde:
x = A-A

A; - A
La ecuacion (1), tras sustituir x, tomar logaritmos y reordenar queda como:

log A-A;, =pH-pK

A - A

Liliana Maria Lope: Gonzale: y Juan Froncisco Magode Sosa 6
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Al representar el primer miembro de esta expresion frente al pH, se obtiene una linea recta de
cuya ordenada en el origen o corte en el eje de abscisas (la pendiente de la recta es 1) se
determina el pK aparente

del indicador.®

d. Determinacion del pKa de un indicador por medidas de
conductividad electrolitica

El objetivo es determinar el pka termodinamico de un acido débil a partir de las
medidas del grado de disociacién de éste por conductimetria electrolitica.

1) Principios Tedricos

Si tenemos un acido monoprético (AH) a una concentracion molar C, la ecuacion de su
disociacion en el anion A - y el proton H + vendra dada por:
AH—> A +H'
C(l-a) Ca Ca
siendo a el grado de disociacion de la molécula AH.
La constante termodinamica de equilibrio para el proceso en funcion de las actividades viene
definida por:

Ka= ax aw. = [A)H] 7.7+ = K. yF
Aay [AH] Y an Yan

donde a,. ay vy au son las actividades de los iones A , H * y la molécula AH
respectivamente; [A], [H * ]y [AH] son las concentraciones molares y v., v+, ¥ wa, Y v% los
coeficientes de actividad de H* , A, AH y el coeficiente de actividad idnico medio,
respectivamente. Ac es la constante de equilibrio en funcion de las concentraciones molares,
mientras que Kz es la auténtica constante termodinamica para el proceso. El coeficiente de
actividad yay se puede aproximar a la unidad cuando se trabaja con una concentracion baja
de AH, y que ademas se trata de un compuesto sin carga. Por tanto:

K.=K.V’F

Por otro lado, la ley de Debye-Hiickel permite obtener el coeficiente de actividad ionico
medio segun la expresion:
logys =-Al|zz | 1"
en donde z, y z.son los valores de las cargas de los iones del electrolito para el que se calcula
el coeficiente de actividad ionico medio, A es una constante, funcion del disolvente y de la
temperatura e [la fuerza idnica del medio.
La fuerza ionica viene dada por la expresion:

1=1% Z Cz

 Liliana Maria_Lopez Gonzdle: v Juan Francisco Magana Sosa
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donde G representa la concentracion de cualquier especie idnica de la disolucién y z
su carga eléctrica.

Se tiene que:
=2 Ca
La ley de Arrhenius establece que, para los electrolitos débiles en disoluciones
diluidas, el grado de disociacion viene dado por:
a=zA_
A{l
siendo A la conductividad equivalente de la disolucion y A, la conductividad
equivalente a dilucion infinita. A esta dada por la expresion:
A=1000_o
C*
siendo o la conductividad especifica de la disolucion (la magnitud experimental que se
mide es con el conductimetro) a la concentracion C* del electrolito C* esta expresada
en equivalentes por litro (eq/L), que para el caso de un acido monoproético es igual a
la concentracion molar C. Por tanto:
A=1000 ¢
c
Usando la ley de Arrhenius, la constante de equilibrio en funcion de las
concentraciones molares puede expresarse como:

(4]
Ke= Cof LA

l-a 1-A
Af]
con lo que se puede determinar para cada valor de Cun valor de K-tan sélo midiendo

la conductividad especifica 6 .

Tomando logaritmos en la expresion de Ka (ecuacion 2), tendremos:
log K; =log Kc+ 2 logy

o bien
log Kc = log K, + 2 A (Ca)"”?

luego, representando /og Kc frente a (Ca ) ¥ podremos obtener el valor del pka.®
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C. Volumetria Acido - Base

1.Teorias Acido — Base

Los acidos y las bases desde el tiempo de los alquimistas han sido definidos de varias
maneras, entre éstas existen algunos conceptos que pueden expresar de manera mas exacta
la descripcion de acidos y bases, de este modo algunos investigadores las definieron de la
siguiente manera:

a. Acidos y Bases de Arrhenius

En 1887, Svante Arrhenius postuld que, cuando las moléculas de electrolitos se
disuelven en agua, se forman tanto iones positivos como negativos. Hacia finales del siglo
XIX, las definiciones de acidos y bases se expresaban en términos de la teoria de la
ionizacion de Arrhenius.

[ _ Acidos de Arrhenius Bases de Arrhenius
| Sustancias que se disuelven en agua para Sustancias que se disuelven en agua para
L _ formar iones H* formar iones OH"

Tabla 4. Teoria Acido- Base de Arrhenius’

HCI + NaOH—>  NaCl + H,0
Acido Base

b. Acidos y Bases de Br¢nsted Lowry

En 1923, 1. N. Bré¢nsted de Dinamarca y T. M. Lowry de Inglaterra sugirieron
independientemente una nueva forma para describir los acidos y las bases. De acuerdo con
este sistema:

___ Acidos de Brgnsted Lowry Bases de Brgnsted Lowry |
Son sustancias donadoras de protones Son sustancias aceptoras de protones
Tabla 5. Teoria Acido- Base de Brgnsted Lowry”

Con esta definicion se pueden correlacionar una gran variedad de reacciones y
propiedades quimicas, incluyendo las reacciones que se verifican en otros disolventes o sin

disolvente.

Acido Base

c. Acidos y Bases de Lewis

El quimico estadounidense Gilbert N. Lewis expuso una nueva teoria de los acidos y
bases en la que no se requeria la presencia de hidrégeno en el acido. En ella se establece

que:
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[ Acidos de Lewis Bases de Lewis
Los acidos son receptores de uno o varios | Las bases son donantes de uno o varios pares
__ pares de electrones de electrones

Tabla 6. Teoria Acido- Base de Lewis’

Esta teoria también tiene la ventaja de que es valida con disolventes distintos del agua
y no se requieren los electrones de una sal o de pares de electrones de &cido-base
conjugados. Es decir, el amoniaco se comporta como una base, pues es capaz de ceder un
par de electrones al trifluoruro de boro para formar un par acido-base:

H3N: + BF3 <—> H3N-BF3
Base  Acido

2. Soluciones Acuosas de Acidos y Bases

a. Acidos Monoproticos.

Considérese bajo el punto de vista de Brgnsted Lowry, cuales son las especies
donadoras y aceptoras de protones en las soluciones acuosas de acidos tales como HCl, HNO;
y HC;H;0,. Si usamos el simbolo HA para el donador de protones disuelto, A" representa
entonces al anion, por ejemplo CI, NOs y C;H;05". Por lo tanto, podemos escribir:

H—A 4 H—O H—O0—H + A-
H H
acido + agua - - ion hidronio + anién

Los acidos como el HCI, el HNO; y el HC;H;0,, con moléculas capaces de donar un
proton a una molécula de agua se llaman acido monopréticos. Puesto que la donacion de
protones es una reaccion reversible, cualguier dcido debe formar una base al donar su
proton. Analogamente, foda base debe formar un dcido al aceptar un proton. Se dice que
estas relaciones son conjugadas

+
H—A + OH2 3 H—C’)—“H s A-
H
Acido 1 Base 2 Acido 2 Base 1
-conjugadas
conjugadas
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La base que resulta cuando un acido dona su proton se llama base conjugada del
acido. Considerando que la reaccion general anterior se verifica de izquierda a derecha, A" es
la base conjugada de HA; para la reaccion inversa, H;O es la base conjugada del H;0". El
acido que resulta cuando una base acepta un proton se llama acido conjugado de la base.
En la reaccion general que se verifica de derecha a izquierda, H;0" es el acido conjugado del
H,0; para la reaccion inversa, HA es el acido conjugado de A". Por consiguiente, H;O* y H,0,
y HA 'y A", son pares dcidos y base conjugados.

b. Bases

Las propiedades comunes de las soluciones acuosas de bases se deben al ion
oxhidrilo (OH’), que es una base de Brgnsted Lowry. Los hidroxidos idnicos de los elementos
IA y IIA son bases fuertes. Puesto que los iones oxhidrilo ya existen en estos compuestos, la
solucidn acuosa contiene los iones oxhidrilo caracteristicos de las soluciones basicas. Las
bases NaOH y KOH, que pueden suministrar 1 mol de iones oxhidrilo por mol de compuesto,
se llaman bases monooxhidrilicas. Puesto que el Ca(OH); y el Ba(OH), contienen 2 moles
de oxhidrilo por mol de compuesto, se clasifican como bases dioxhidrilicas.

Las moléculas covalentes que son base de Brgnsted Lowry pueden producir iones
oxhidrilo al ionizarse con el agua. El ejemplo mas comun es el amoniaco:

H,O0 + NH; <——> NH,” + OH

acido 1 base 2 acido 2 base 1

El agua actla como un acido en esta reaccidon de ionizacidon, mientras que en las
ionizaciones de acidos, actia como base. Por lo tanto, el agua es anfiprotica.’

c. Medida de la Fuerza de Acidos o Bases

La fuerza de un acido se puede medir por su grado de disociacion al transferir un
protén al agua, produciendo el ion hidronio, H30*. De igual modo, la fuerza de una base
vendra dada por su grado de aceptacion de un proton del agua. Puede establecerse una
escala apropiada de acido-base segun la cantidad de H30% formada en disoluciones acuosas

de acidos, o de la cantidad de OH- en disoluciones acuosas de bases. En el primer caso
tendremos una escala pH, y en el sequndo una escala pOH. El valor de pH es igual al
logaritmo negativo de la concentracion de ion hidronio y el de pOH al de la concentracion de
ion hidroxilo en una disolucion acuosa:

pH = - log [H30%]

pOH = - log [OH-]

El agua pura tiene un pH de 7.0; al afadirle acido, la concentracion de ion hidronio,
[H30"] aumenta respecto a la del agua pura, y el pH baja de 7.0 segun la fuerza del acido. El
pOH del agua pura también es de 7.0, y, en presencia de una base cae por debajo de 7.0.8
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Fuerzas relativas de acidos y Bases

Acido Base Conjugada
HCIO, Acidos Cloy, 4 Bases
HCI Fuertes cr Débiles
H,S0, HSO4
HNO; NO;
H;0* H,0
H 2803 HSO;v
HSO4 S04*
H3p04 H JPOq_
HF F
HC;H50: Disminucion de C:H305 Aumento de
H,CO; Fuerza HCO5y’ Fuerza
H;S HS
HSO; S05%
HCN CN
NH,* NH;
HCO5 Cos>
HS gF
H,0 . OH
NH; Jr Acidos NH, Bases
OH Débiles 0, Fuertes

Tabla 7. Clasificacion de los Acidos y Bases.”

El principio Fundamental en el que se basa esta clasificacién expresa que: cuanto mds
fuerte sea el dcido, tanto mas débil serd su base conjugada.”

3. Titulaciones

Una Titulacion es un proceso en el cual una solucion estandar se combina con una
solucion de concentracién desconocida para determinar la concentracion de esta. *

Los métodos por titulacion comprenden un grupo grande y poderoso de
procedimientos cuantitativos que se basan en la medicion de la cantidad de un reactivo de
concentracién conocida que se consume por el analito.

Existen diferentes titulaciones:

a. Titulacién Volumétrica

Se mide el volumen de una solucion de concentracion conocida que se necesita para
reaccionar por completo con el analito.

b.Titulacion Directa
En la titulacion volumétrica de una sustancia en solucion, contenida en un recipiente
adecuado, se utiliza una solucidn previamente valorada determinando electrométricamente el

punto final, por medio de un medidor potenciométrico, o visualmente si se usa un indicador
interno.



Desarrollo de Indicadores Acido - Base en Medio Acuoso a Partir de Extractos Etandlicos de Origen Natural

La solucién valorada se selecciona respecto a su normalidad, de tal manera que el
volumen agregado, por medio de una bureta graduada, sea entre el 30 por ciento y el 100
por ciento de la capacidad nominal de la bureta. Nota: cuando se requiere menos de 10 mL
de solucion valorada, se debera utilizar una microbureta. Cuando el punto final se aproxima,
la solucion volumétrica se agrega gota a gota hasta que la dltima adicion corresponda al
punto final. La cantidad de sustancia contenida en la solucion muestra, se calcula de acuerdo
con el volumen utilizado, tomando en cuenta la normalidad de la solucion volumétrica y el
factor de equivalencia de la sustancia.’

c. Titulaciones Residuales

En algunas titulaciones se requiere agregar un ligero exceso medido de la solucion
volumétrica, sobre el volumen calculado, necesario para reaccionar con la sustancia por
valorar. El exceso se titula con una segunda solucion volumétrica, lo que constituye
propiamente la titulacion residual, que es conocida también como retitulacion. La cantidad de
sustancia contenida en la solucion muestra, se calcula tomando en cuenta: a) la diferencia
entre el volumen de la solucion volumétrica agregada previamente y el volumen de la
segunda solucion volumétrica, empleado en la retitulacién; b) las normalidades de las dos
soluciones volumétricas y c) el factor de equivalencia de la sustancia, dado en la monografia
respectiva. En muchos andlisis se especifica que es necesario efectuar una prueba en blanco,
con los mismo reactivos, que se tratan en la misma forma que la muestra. En tales pruebas,
al volumen de la solucién volumétrica usado en la titulacioén, equivalente a la sustancia que ha
sido valorada, se le substrae el volumen empleado en la titulacion de la prueba en blanco,
obteniendo asi el utilizado en la titulacién de la muestra. Con el volumen corregido asi
obtenido, se calcula la cantidad de la muestra, tomando en cuenta los valores antes
mencionados, de la manera indicada.

d. Puntos de Equivalencia y Puntos Finales

Durante una titulacion, el punto de equivalencia se alcanza cuando la cantidad de
titulante afadido es quimicamente equivalente a la cantidad de analito en la muestra. El
punto de equivalencia en una titulacion es un valor tedrico que no se puede determinar
experimentalmente. Sélo se puede estimar su posicion observando algin cambio fisico
asociado a la condicion de equivalencia. Este cambio se llama punto final de titulacion.

En una titulacion es muy comun afiadir un indicador a la solucion del analito para
obtener un cambio fisico apreciable (el punto final) en o cerca del punto de equivalencia, los
cambios de concentracion son los que hacen que cambie la forma del indicador, siendo los
mas tipicos la aparicion o desaparicion de un color, el cambio de color, o la aparicidn o
desaparicion de turbiedad.

Para detectar los puntos finales también se utilizan instrumentos que responden a los
cambios de ciertas propiedades de la solucion durante una titulacion. Los instrumentos mas
utilizados para este fin son los colorimetros, instrumentos que miden temperatura,
amperimetros y potenciémetros. *
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e. Correccion con el blanco de reactivos.

Como se menciond anteriormente, el punto final determinado en un analisis
volumétrico, es un estimado del punto de equivalencia de la reaccion, ya que la validez de
este estimado depende, de entre otros factores, de la naturaleza de los componentes de la
solucion por valorar y de la concentracion de la solucion titulante. De tal manera que para
aumentar la confiabilidad de la determinacion del punto final del andlisis volumétrico, se hace
necesario corregir con un banco apropiado. Esta correccion es usualmente obtenida por
medio de la titulacion residual del blanco, donde el procedimiento requerido se repite con
todo detalle a excepcion de la sustancia por analizar que es omitida. En tales casos el
volumen de la solucion titulante equivalente a la sustancia analizada, es la diferencia entre el
volumen consumido en la titulacion residual del blanco y el consumido en la titulacion de la
sustancia de andlisis. El volumen asi obtenido se utiliza en el calculo de la cantidad sustancia
valorada, de la misma manera que como se indica en la parte correspondiente a valoraciones
residuales. Cuando se hace la valoracion por el método potenciométrico la correccion del
blanco es normalmente insignificante.’

Titulacién |  Electrodo | Ecuacion * |  Electrodo de Aplicaciones *T‘
Indicador Referencia |

Acido-Base Vidrio E= k+ 0.0591 pH Calomel o Titulacion de

- Plata-Cloruro de Plata | acidos y Bases J
Tabla 8. Sistemna de electrodos para titulaciones potenciométricas.’
* Forma adecuada de la ecuacion de Nemst que describe el sistema indicado de electrodos:
k=constante del electrodo de vidrio;
**| 3 lista es representativa, pero no exhaustiva.”

4. Curvas de Titulacion

Se sabe que el punto final de una titulacion es un cambio fisico perceptible que sucede
cerca del punto de equivalencia. Existen dos formas principalmente de detectar el punto final,
los cuales consisten en:

1) Cambio de color debido al reactivo, al analito o al indicador.

2) Un cambio en el potencial de un electrodo que responde a la concentracion del reactivo o
del analito.

A fin de mejorar la deteccidn de los puntos finales y averiguar las posibles fuentes de
los errores de titulacion, se construye una curva de titulacion para el sistema.

5. Tipos de Curvas de Titulacion

En los métodos volumétricos se utilizan dos tipos de curvas de titulacion. En el primer
tipo, llamado curva sigmoidal, esta curva consiste en una representacion grafica del volumen
de reactivo en el eje horizontal y alguna funcion del analito o concentracion del reactivo en el
eje vertical las observaciones mas importantes estdn confinadas a una pequefia zona
alrededor del punto de equivalencia. Este tipo de curva se representa en la figura 3.
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Dttt La wtaviee

Figura 3. Curva Sigmoidal.'

En el sequndo tipo de curva, conocida como curva del segmento lineal, las mediciones
se hacen a ambos lados de éste, pero lejos el punto de equivalencia donde se evita hacer
mediciones. Este tipo de curva se representa en la figura 4, el eje vertical es una lectura del
instrumento que es directamente proporcional a la concentracion del analito o del reactivo.’

Vinkrraer sl [dsivrate

Figura 4. Curva de Segmento Lineal.’

EAEAEAYYANS p onvesaes

6. Titulacién de un Acido fuerte con una Base fuerte

Para realizar una curva de titulacion tedrica de una solucion de un acido fuerte con
una base fuerte se deben hacer tres tipos de calculos. Cada uno corresponde a una etapa
distinta de la titulacion:

1) Antes del punto de equivalencia.
2) En el punto de equivalencia.
3) Después del punto de equivalencia.

En la etapa antes del punto de equivalencia se calcula la concentracion del acido a
partir de su concentracion inicial y la cantidad de base que se ha adicionado. En el punto de
equivalencia, los iones hidronio e hidréxido estan presentes en al misma concentracion, y la
concentracion de los iones hidronio se calcula directamente de la constante del producto
ionico del agua. En la etapa después del punto de equivalencia, se estima la concentracion
analitica del exceso de base y se supone que la concentracion de ion hidréxido es igual o un
mdltiplo de la concentracion analitica.

Una manera adecuada de convertir la concentracion del ion hidroxido a pH puede ser
tomando logaritmo negativo en ambos lados de la expresion de la constante del producto
idnico del agua.

Kw= [H:0"][OH]
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logK, = - log [H30" ] [OH] = - log [H;0" ] - log [OH]
pKw = pH + pOH
-log 10 = 14.00 = pH + pOH

7. Potenciometria

Los métodos potenciométricos de andlisis se basan en las medidas del potencial de
celdas electroquimicas en ausencia de corrientes apreciables. De origen reciente son los
métodos en los que las concentraciones de los iones se obtienen directamente del potencial
de un electrodo de membrana selectiva de iones. Tales electrodos estan relativamente libres
de interferencias y proporcionan un medio rapido y conveniente para estimaciones
cuantitativas de numerosos aniones y cationes importantes.

1. Electrodos de Referencia

En la mayor parte de las aplicaciones electroanaliticas, es deseable que el potencial de
semi-celda de uno de los electrodos sea conocido, constante, y completamente insensible a la
composicion de la disolucion en estudio. Un electrodo que se ajusta a esta descripcion se
llama electrodo de referencia. Junto con el electrodo de referencia se emplea un e/ectrodo
indicador o de trabajo, cuya respuesta depende de la concentracion del analito.

El electrodo de referencia ideal:
1) Es reversible y obedece a la ecuacion de Nernst.
2) Presenta un potencial que es constante en el tiempo.
3) Retorna a su potencial original después de haber estado sometido a corrientes pequenas.

4) Presenta poca histérisis con ciclos de temperatura.

Aunque ningun electrodo de referencia satisface completamente estos ideales, varios
estan asombrosamente cerca.

3. Electrodos de Plata / Cloruro de Plata

El electrodo de referencia mas ampliamente comercializado consiste en un electrodo
de plata sumergido en una disolucion de cloruro de potasio saturada con cloruro de plata

Ag | AgCl (sat), KCI (xM) |
El potencial esta determinado por la semirreaccion
Agcl (s) +e P Ag () + CI

Normalmente, este electrodo se prepara o bien con una disolucidn saturada de cloruro
de potasio o con una 3.5 M. Los modelos comerciales de este electrodo son semejantes en
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apariencia externa y en forma a los electrodos de calomel. Sin embargo, en los electrodos de
plata / cloruro de plata el tubo interno se reemplaza por un alambre de plata recubierto con
una capa de cloruro de plata; este alambre esta sumergido en una disolucion de cloruro de
potasio saturada con cloruro de plata.

Los electrodos de plata / cloruro de plata tiene la ventaja de que pueden utilizarse a
temperaturas superiores a 60 °C, mientras que los electrodos de calomelanos no. Por otra
parte, los iones mercurio (1) reaccionan con menos componentes de la muestra que los iones
plata (que pueden, por ejemplo, reaccionar con las proteinas); tales reacciones pueden
conducir a la obturacién de la unién entre el electrodo y la disolucién del analito.

2. Electrodo de Vidrio para Medidas de pH

Desde principios de los afios treinta, la manera mas adecuada de determinar el pH ha
sido midiendo la diferencia de potencial a través de una membrana de vidrio que separa la
disolucién del analito de una disolucién de referencia de acidez fija. La celda consiste en un
electrodo indicador de vidrio y un electrodo de referencia de plata / cloruro de plata o de
calomelano sumergidos en una disolucién cuyo pH se va a determinar. El electrodo indicador
consiste en una delgada membrana de vidrio sensible al pH sellada en el extremo de un tubo
de vidrio de paredes gruesas o de plastico. El tubo contiene un pequefio volumen de acido
clorhidrico diluido saturado con cloruro de plata (la disolucién interna en algunos electrodos
es un tampdn que contiene ion cloruro). En esta disoluciéon un alambre de plata, forma un
electrodo de referencia de plata / cloruro de plata, que se conecta a una de las terminales de
un dispoﬁsitivo para medir el potencial. El electrodo de referencia se conecta a la otra
terminal.

3. Aparato

Este aparato opera sobre el principio de equilibrio cero, proporcionando lecturas del
tipo digital o de aguja de defleccion directa con escala amplia. La fuente de energia puede ser
corriente directa o alterna. El aparato tendra una perilla de ajuste, manual o automatica, con
el objeto de igualar las condiciones de temperatura del aparato con la de las soluciones de
prueba. El aparato va a medir el potencial de la solucion a través de los electrodos en milivolts
y en unidades de pH.'°
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D. Métodos De Extraccion

Los solutos en una solucion tienen diferentes solubilidades en distintos disolventes y el
proceso de selectividad removiendo un soluto de una mezcla con un disolvente es llamada
extraccion. El soluto a ser extraido puede estar en forma de sdlido o en un medio liquido, y
los disolventes usados para el proceso de extraccion pueden ser agua, un disolvente miscible
con el agua, u otro disolvente inmiscible con el agua. La seleccion del disolvente depende
tanto del soluto como de los requerimientos del procedimiento experimental. Un método de
extraccion ideal debe ser rapido, simple y barato con buenos resultados, esto es, debe
proporcionar la mayor cantidad de producto recuperado del analito en cuestion sin pérdida o
degradacion de éste; y debe también proporcionar una muestra que sea inmediatamente lista
para usarse sin la concentracion adicional o involucrar pasos de fraccionamiento.!*

1. Sistemas de Extraccion con Disolventes

Los procedimientos de extraccion basados en la distribuciéon de los solutos entre
solventes inmiscibles son llevados a cabo para dos propdsitos:

Extraccion exhaustiva que involucra la remocion cuantitativa de un soluto.
Extraccion selectiva que involucra la separacion de dos solutos.!?

La extraccion con disolvente es una técnica frecuentemente empleada en el laboratorio
de quimica organica para separar o extraer especies deseadas de una mezcla de compuestos
o de sus impurezas. Los métodos de extraccion con disolventes son rapidamente adaptados
al trabajo a microescala, de tal modo que pequefias cantidades son manipuladas facilmente
en solucion. Este método se basa en la solubilidad caracteristica de la sustancia organica
involucrada en relacion con los solventes usados en particular en el proceso de separacion.

Existen dos principales aplicaciones para el proceso de extraccion:

1) la separacion y el aislamiento de sustancias a partir de mezclas de sdlidos, tipicamente
aquellos que se encuentran en la naturaleza y

2) el aislamiento selectivo de sustancias a partir de soluciones de mezclas que son obtenidas
sintéticamente. **

2. Disolventes

Existen dos consideraciones primarias para la seleccion de un disolvente de extraccion:
la relativa extractibilidad de la sustancia de interés, y el grado de inmiscibilidad con el
disolvente inicial. En muchas aplicaciones analiticas, la extraccion es usada tanto como para
separar el analito de potenciales interferencias y simultaneamente, convertifo a una forma
mejorada para mediciones espectrofotométricas. Para conseguir esto, varios reactivos pueden
ser adicionados a la fase acuosa y el quimico debe asegurarse que esos reactivos no son
extraidos junto con el analito, o si lo son, estos no deben interferir en mediciones posteriores.
La inmiscibilidad de los disolventes es importante en este caso. Los disolventes son rara vez
totalmente inmiscibles; esto es, ellos exhiben una pequena solubilidad entre uno y otro. Si,
por ejemplo, el agua se disuelve ligeramente en una extraccion con solvente organico, este
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puede “llevar entre si” varios solutos que podrian interferir en mediciones posteriores del
analito.

Cuando hay una seleccion de disolventes para mejorar una extraccion, el analista
debera considerar otros factores, tales como la gravedad especifica, toxicidad, inflamabilidad
y la tendencia para formar emulsiones. Las emulsiones son el resultado de una
interconversion liquida inmiscible dispersada en una continua a otra. La estabilidad de la
dispersion es de interés porque es necesario separa las fases para completar el proceso
analitico. En general, separar emulsiones tan rapido como la viscosidad de la fase continua
decrezca y la diferencia en la densidad de las dos fases aumente. Ocasionalmente,
disolventes son mezclados para consequir las caracteristicas deseadas. **

3. Extraccion Sdlido - Liquido

Los principales tipos de extraccion utilizados en quimica organica son los métodos
sélido-liquido y liquido-liquido.

La forma mas simple de extraccién Solido-Liquido es el tratamiento de un sdlido con
un disolvente dado en un vaso de precipitados o un matraz erlenmeyer seguido por la
decantacion o filtracion del disolvente extraido de la muestra sdlida. Esta técnica es la mas (til
cuando solo un componente es el principal en la fase solida y que ademas tiene una
apreciable solubilidad en el disolvente. !

Cuando se trata de extraer alglin analito a partir de muestras que contienen multiples
componentes, se utilizan técnicas en las que se considera antes que nada la solubilidad del
compuesto de interés, o mezclas de disolventes en las que se logre extraer la minima
cantidad de compuestos indeseables, por otra parte es posible el uso de varias extracciones a
partir de una solucion madre, con diferentes porcentajes de disolventes elegidos.

Otra técnica de separacion se basa de igual modo en la distintas afinidades por un
disolvente tal como lo es la Cromatografia en Capa Fina, donde posteriormente las manchas
obtenidas del compuestos son recolectadas para una Gltima purificacion.
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E. Generalidades De Los Vegetales

En los alimentos hay cuatro tipos fundamentales de colorantes:
Los carotenoides constituyen un grupo de pigmentos amarillos, rojos y naranjas distribuidos
en casi todos los organismos vivos.

Aunque los carotenoides estan presentes en casi todos los vegetales y en las hojas
verdes de los arboles permanecen ocultos por la clorofila. Solo en otono, cuando disminuye la
clorofila, aparecen los carotenos: amarillos, naranjas, rojos, dando la coloracién tipica de las
hojas.

La clorofila forma parte de una clase de compuestos llamados porfininas. Estas estan
formadas por una estructura anillada combinada con un metal y una proteina.

Las antocianinas, producen los colores azules y rojos de cebolla morada, col morada,
fresas, betabel, etc. Como los pigmentos del siguiente apartado. En particular las antocianinas
cambian notablemente de color cuando varia el pH.'®

Colorante Color ]
Clorofila Verde |
Caroteno Amarillos, RO]OS y Naranjas
Antocianinas Azules y Rojos

Tabla 9. Color que presentan cada uno de los pigmentos en los distintos vegetales 15

Casi todas las plantas forman pigmentos de antocianina y otros flavonoides en células
especializadas en uno o mas de sus Organos, proceso que es estimulado por la luz. Un
ejemplo sencillo es el desarrollo mas rapido del color rojo producto de la antocianina en
manzanas ubicadas en el lado soleado de un arbol. La maduracion de la pared del fruto va
acompanada de cambios de coloracion. Los frutos inmaduros tienen numerosos cloroplastos
en las células mas externas y son, por consiguiente, verdes. La desaparicion de la clorofila y
el desarrollo de pigmentos carotenoides determina el paso a coloraciones amarillas,
anaranjadas o rojas. Pueden formarse también antocianos que dan al tejido una coloracion
roja, parpura o azul. Estos pigmentos pueden distribuirse por todo el fruto, como en algunas
cerezas, 0 quedan reducidos a las partes periféricas de la pared del fruto, como en la ciruela
y en algunas uvas. '°

1. Pigmentacion De Los Vegetales

Los pigmentos vegetales se encuentran normalmente en los plastidios y en el jugo
celular. El color verde se debe a la clorofila, que se encuentra en los cloroplastos. En los
mismos plastidios se encuentran también carotenoides, pigmentos amarillos o anaranjados,
que estan enmascarados por la clorofila. Otro grupo de pigmentos son las flavonas, que son
hidrosolubles y colorean el jugo celular. En algunos géneros vegetales, por ejemplo, en
Verbascum, son las flavonas las responsables del color amarillo de los pétalos. Las
antocianinas, son productos de la oxidacion de las flavonas y son también hidrosolubles,
coloreando el jugo celular de rojo purpura, violeta o azul. Estos pigmentos dan color a las
flores, frutos, hojas jovenes, etc. El color de las antoecianinas varia segun sea el pH del jugo
vegetal: dan color rojo en medio acido y azules en medio basico. A veces el color percibido es
el resu!tado de la presencia de unos cuantos pigmentos que se encuentran 5|empre en una
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misma célula. Asi, por ejemplo, cloro o cromoplastos pueden encontrarse junto con
antocianinas.

La coloracion de las hojas en el otofio es debida a varios procesos y a la combinacion
de distintos pigmentos. Con la muerte gradual de la hoja, la clorofila se descompone en
sustancias incoloras y los carotenoides se hacen visibles, con lo cual la hoja aparece amarilla.
Los colores rojo y purpura son producidos por pigmentos que se encuentran en el jugo
celular, es decir, productos provenientes de la oxidacion de las flavonas. Estos colores
adquieren un mayor brillo cuando los pigmentos se forman en presencia de azicares y en
hojas expuestas a luz intensa. Los colores otofales, que resultan de la combinacion de
pequefias cantidades de clorofila, carotenoides y mayores cantidades de antocianinas junto
con taninos y varios pigmentos poco comunes, y el empardecimiento de las paredes celulares,
se desarrollan mucho mejor en las zonas frio-templadas.

La produccion de flavonoides requiere de aztcares como fuente del fosfoenolpiruvato
y el 4-fosfato de eritrosa que proporcionan los atomos de carbono necesarios para formar el
anillo B flavonoide y como fuente de las unidades acetato necesarias para el anillo A del
flavonoide. Los azucares, en especial la sacarosa, pueden originarse de la degradacion del
almidon o las grasas en los organos de almacenamiento durante el desarrollo de la plantula o
en la fotosintesis que se lleva a cabo en células con clorofila. No es de sorprender, por
consiguiente, que la sintesis de antocianina se incrementa por la luz que actia
fotosintéticamente en las hojas ¢ en la cascara de manzanas verde; pero la luz promueve la
sintesis de estos pigmentos en drganos que fotosintetizan un poco o incluso nada, incluyendo
hojas de otofio, pétalos de flores y plantulas etioladas, lo que demuestra que por lo menos
participa otro pigmento.'®

2. Generalidades de los Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de 15 carbonos que se encuentran en todo el reino
vegetal. Son derivados del Fenilpropano con una composicion basica de Cs-C3.Cs, (ver Figura
5) la estructura madre para el grupo es una flavona, en el cual el carbono C; esta ligado
formando un anillo heterociclico de pirona. En la Flavona el anillo heterociclio es
completamente reducido. Existen aproximadamente 12 grupos reconocidos de flavonoides
que difieren de unos a otros Unicamente por el estado de oxidacion de este anillo
heterociclico. Se han identificado mas de 2000 procedentes de vegetales. La estructura
basica de los flavonoides, que se muestra enseguida, comunmente se ve modificada de tal
forma que se presentan alin mas enlaces dobles, lo que hace que los compuestos absorban
luz visible, dandoles color. Los dos anillos de carbono en los extremas izquierdo y derecho de
la molécula se designan A y B, respectivamente.
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Figura 5. Estructura bésica de los Flavonoides."™

La linea discontinua alrededor del anillo B y los tres carbonos del anillo central indica la
parte de los flavonoides que se deriva de la ruta del acido shiquimico. El anillo A y el oxigeno
del anillo central se derivan por completo de unidades acetato proporcionadas por el acetil -
CoA. En los flavonoides casi siempre se presentan grupos hidroxilo, sobre todo unidos al anillo
B en las posiciones 3" y 4, o en las posiciones 5 y 7 del anillo A, o en la posicion 3 del anillo
central. Estos grupos hidroxilo sirven como puntos de unién para varios azlcares que
incrementan la solubilidad en agua de los flavonoides. La mayoria de los flavonoides se
encuentran en la vacuola central, aunque se sintetizan fuera de ésta.

Dado que se han encontrado estos compuestos en las hojas, una posible funcion de
estos es tal vez proporcionar proteccion del dafio que pudiera provocar en los tejidos la
radiacién UltraVioleta. **'7

La primera reaccion de biosintesis de flavonoides es la condensacion de una molécula
de cumaril - Co A con tres moléculas de malonil - Co A. La condensacién implica la
descarboxilacion de las tres moléculas de malonil — Co A.

3 0 \/\o/sxcu/l
HOJ\/\ +
Q
(o
\s/ ~a HO

3 N

——0H i 0
HO, oH \ ; :o: |
¢ oH 0

OH

H

Calcona Flavonona

Figura 6. Equilibrio isomérico de una flavonona con una Calcona, producto de Ia reaccion de
catalizacion del complejo denominado calcona-flavonona sintetasa.'®
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Se ha demostrado ademas por medio de espectros de resonancia magnética nuclear
(RMN) que el desplazamiento del equilibrio hacia la flavonona viene determinado por la
inclusion de un proton en el heterociclo.

OH

HO

OH 0

Figura 7. Flavonona con inclusion de un proton en el heterociclo, dicho proton se encuentra encerrado
en un dirculo discontinuo.’®

La conversion de la flavonona en dihidroflavonol puede llevarse a cabo, bien por
oxidacion directa de la flavonona en el carbono 3 en el heterociclo

OH OH

HO 0

OH 0 OH 0 i
Figura 8. Oxidacidn de la flavonona en el carbono 3 heterociclo.’

O bien por formacion de un intermediario epGxico
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OH OH
HO )
He OH 0=—0 OH
0
OH 0 OH 0
OH
H
HO 0
H
OH 0

Figura 9. Conversion de flavonona en hidroflavonol a través de un intermediario epoxico.”
El dihidroflavonol asi formado es el inmediato precursor de flavonoles y antocianinas.

Una deshidrogenacion del dihidroflavonol a flavonol es facil de realizar, ya que los hidrégenos
en los carbonos 2 y3 estan en posicion trans.

OH OH
H
HO 0 Ho 0
~J
) -2[H)
OH
OH oH 0

OH 0

Figura 10. Deshidrogenacion del dihidroflavonol en los carbonos 2 y3 para formar flavonol,*

La sintesis de antocianinas, por el contrario, implica una deshidratacion,
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OH OH
H H

Ho o\| Ho i

—H

oH o oH oH
OH
oH
|+| HO 0
HO 0
AN
oH
- on HOT
oH

Figura 11. Sintesis de antocianinas por deshidratacion del dihidroflavonol."®
Los flavonoides son posteriormente metilados por accion de metiltransferasas
altamente especificas. Estas enzimas utilizan S — adenosilmetionina como donador de grupos

metilo en una reaccion dependiente de Mg*?, liberando S - adenosilhomocisteina.
Normalmente la metilacion ha sido descrita para el glicésido constituido.

OH

Glucosa#0 0

OH 1] S adk o

Figura 12. Metilacion enzimatica por metiltransferasa en la posicion del carbono 3 * seialada en el
circulo en linea discontinua.'®

3. Caracteristicas De Las Antocianinas

Tres grupos de flavonoides son de particular interés en fisiologia vegetal. Son las
antocianinas, los flavonoles y las flavonas. Las amtocianinas (del griego antos, flor, y
ciano, azul oscuro) son pigmentos coloreados que proveen intensos colores cianicos desde el
rosa hasta el azul que por lo comin se encuentran en tejidos de flores rojas, azules y
purpuras. También se presentan en muchas otras partes de la planta, como en ciertos frutos,
tallos, hojas e incluso raices. Con frecuencia, los flavonoides se encuentran confinados a
células epidérmicas. La mayoria de los frutos y muchas flores deben sus colores a las
antocianinas, aungue algunos, como varias flores amarillas y los frutos del tomate, son
coloreados por carotenoides. Los colores brillantes de las hojas en el otofio se deben en gran
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parte a la acumulacién de antocianinas en dias frios y brillantes, sin bien son carotenoides
(amarillos o anaranjados) los pigmentos que predominan en las hojas otonales de algunas
especies.

Al parecer las antocianinas suelen estar ausentes de hepdticas, algas y otras plantas
inferiores, aunque en musgos se presentan algunas antocianinas y otros flavonoides. Solo en
raras ocasiones se ha podido demostrar su existencia en gimnospermas, si bien éstas
contienen otros tipos de flavonoides. En las plantas superiores existen varios tipos de ellas, y
con frecuencia hay mas de uno en una flor (u otro ¢rgano) en particular. Las antocianinas
son inestables a la luz y son insolubles en agua asi que generalmente no se les encuentra en
estado libre. En vez de ello estas se hallan en la vacuola ligadas a azucares, los cuales les
proveen estabilidad y solubilidad en agua. Estos glicdsidos son llamados antocianinas de tal
modo que el nimero de Antocianidinas se reduce a tan solo diecinueve estructuras.

A la vez, la variacidn glicosidica conocida entre esos pigmentos fue restringida a cuatro tipos
principales: 3- monoglucdsidos, 3- diglicdsidos, 3,5-diglicosidos, y 3-diglicdsido-5-
monoglicosido.

Estos glicosidos, por lo comdn con una o dos unidades de glucosa o galactosa, aunque
también se encuentran xilosa y ramnosa unidas al grupo hidroxilo localizado en la posicién 5
del anillo A, como se describe en la figura 13:

+
HO 0
Ry
7 -
/ OH i
5 4

Figura 13. El anillo basico de antocianina, mostrando variaciones en el anillo B debidas a hidroxilacion y
metilacion para formar diversas antocianinas.'®

4. Estructura basica de la antocianidina (ion flavinio)

Posicién Azucar Unido a:
3 esta posicion siempre esta glicosilada, por lo comun con glucosa, galactosa, ramnosa,
xilosa-glucosa, ramnosa-glucosa o glucosa-glucosa
5 a veces glicosilada; en caso de estarlo, con glucosa
7 casi nunca esta glicosilada; de estarlo, con glucosa
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a. Antocianidinas Hidroxiladas

OH OH
OH OH OH
OH
H3C H3C H3C
Pelargonidina (escarlata) Cianidina (carmesi) Delfinidina (azul-violeta)
b. Antocianidinas metiladas
0—CHy 0—CHy 0—CHy
OH 0—CH 0—CH
HyC H5C 3 f fiH5¢€ 3
Peonidina (rojo rosado) Petunidina (purpura) Malvidina (malva)

Figura 14. Las antocianinas se producen por la union de azdcares (glicosilacion) a la posicion 3-
hidroxilo de la antocianidina, y en ocasiones también a la posicion 5 o 7,

Cuando se eliminan los azlcares, las partes restantes de las moléculas, las cuales aln
estan coloreadas, se conocen como Antocianidinas.

Los antocianidoles, generalmente, se describen con una carga positiva localizada sobre
el atomo de oxigeno intraciclico del nucleo piranico. Esta anotacion <<oxonio>> es
Unicamente un convenio de escritura, ya que en realidad, la carga se encuentra deslocalizada
en la estructutra completa. '*

Investigaciones mas recientes han demostrado estructuras mucho mas complejas.
Hay muchas antocianinas con sustituyentes acilo ligadas a az(cares: acidos alifaticos, tales
como malonico, succinico, malico y acético, dcidos aromaticos tales como el galico, p-
cumarico, ferdlico y cafeico, y pigmentos con ambos tipos de sustituyentes, alifaticos y
aromaticos.

Una complejidad adicional en algunas amtocianinas es la presencia de varios
azucares acilados en la estructura. Estas antocianinas tienen a veces una designacion como
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poliglicosiladas. Un ejemplo tipico es la antocianina azul celeste, una peonidina derivada
con seis residuos de glucosa y tres de cafeila como sustituyentes en las posiciones 3 y 5.

El color de las antocianinas depende en primer lugar de los grupos sustituyentes que
se presenten en el anillo B. Cuando se hallan grupos metilo, como en la peonidina, provocan
un efecto de enrojecimiento. En segundo lugar, con frecuencia las antocianinas se asocian
con flavonas o flavonoles, los cuales hacen que se vuelvan mas azules. En tercer lugar, se
asocian entre si, en especial a concentraciones elevadas, lo que causa un efecto de
enrojecimiento o azulado, dependiendo de la antocianina y del pH de las vacuolas en donde
se acumulan. La mayoria de las antocianinas son rojas en soluciones acidas pero se tornan
purpuras y azules cuando aumenta el pH. *°

Desde su descubrimiento, se han considerado varias posibles funciones de las
antocianinas. Una de sus funciones utiles en las flores es la atraccion de aves y abejas que
llevan polen de una planta a otra, con lo que ayudan a la polinizacion. Ademas de su funcion
bioldgica y el interés terapéutico ligado a su actividad sobre la permeabilidad y la resistencia
de los capilares, constituyen colorantes atoxicos, utilizables en la industria del medicamento
y, més generalmente, en la industria alimentaria. *°

Quimicamente las antocianinas son altamente oxidables al cation Flavilium,
ejemplificado por la estructura de la antocianiding, la pelargonidina:

HO

Figura 15. Estructura de la Pelargonidina oxidada al cation Flavilium.*®

Este pigmento es encontrado en flores naranjas, escarlatas y naranjas, mientras que la
cianidina (con un grupo hidroxilo extra en la posicion 3 ) es responsable de la mayoria de los
colores de las flores que van desde el color rojo hasta el magenta. El tercer pigmento mas
comin es la delfinidina (con dos grupos hidroxilo extra en las posiciones 3" y 57)."

5. Propiedades Fisico-Quimicas de las Antocianinas

Estas ademas de ser solubles en agua también lo son en alcoholes, insolubles en
disolventes organicos no polares. Se extraen con alcohol, en medio ligeramente acido. Las
geninas, poco solubles en agua, se aislan en forma de sales; son muy inestables en solucidn,
sobre todo en medio alcalino.

La relativa inestabilidad del cation flavilio en solucion, es el elemento fundamental del
comportamiento de estas sustancias. La inestabilidad de las soluciones, se manifiesta por los
cambios de coloracion de las mismas, en funcion del pH. Estos cambios son debidos a la
formacion de un carbinol, por ataque nucledfilo del agua, sobre el i6n flavilio; un aumento del
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pH conduce, seguidamente, a una chalcona. Si el hidroxilo en 3 esté libre, la degradacion
prosigue irresversiblemente.

OH 9 2
+ HO 0
HO o 0
0-R 0-R
0-R o
s d<pli<6 OH Anhidro Base
lon Havilio :
. HO W
" Fenatos
1<pli<4 pli>6
0-R
OH
pli=6
(-) 0
HO 0 n HO OH |
Si R=l1--> Dicctona
0-R 0-R
0-R 0-R

Figura 16. Estabilidad del cation Flavilio en funcion del pH y los productos formados de esta
degradacion.”’

En el vegetal, los antociandsidos se acumulan en las vacuolas y el pH del medio puede
determinar la coloracion de los tejidos: en medio muy acido, predomina el ion flavilio (rojo),
cerca de la neutralidad la que predomina es la anhidrobase (azul). En muchos casos debido al
pH existente, el carbinol incoloro es el mayoritario, lo que implica que las coloraciones
observadas, estan ligadas a una copigmentacion anhidrobase-flavonoides o a un complejo con

los metales.

Entre las demas propiedades de los pigmentos antocianicos, se puede sefialar que, sus
soluciones se decoloran por los bisulfitos alcalinos y que se oxidan por los peroxidos, lo que
limita su empleo como colorante.

Generalmente la extraccion se realiza con alcohol acidificado; el acido puede ser
clorhidrico o, para evitar la destruccion de los acil-antociandsidos, un acido organico como el
tartarico. Para la separacion se recurre a las técnicas cromatograficas con resinas
cambiadoras de iones, poliamida o polivinilpirrolidona, asi como la filtracion, molecular sobre

gel.

El andlisis de mezclas de pigmentos antocianicos, necesita un estudio en
Cromatografia en Capa Delgada (CCD); la utilizacion de fases inversas en Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), permite un estudio preciso y rapido de los perfiles
antocianicos de los vegetales. Igual que ocurre en los flavonoides, los espectros Ultravioleta
(UV) de estas moléculas son muy caracteristicos absorben fuertemente de entre los 475 nm
a 560 nm mientras que transmiten tanto luz azul como la roja. y dependen estrechamente
de la naturaleza y de la posicion de los sustituyentes.
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F. VEGETALES SELECCIONADOS

Los vegetales seleccionados como objeto de estudio para este proyecto mediante un
criterio de seleccion basado a los fines y objetivos de esta tesis fueron:

1. Cebolla Morada

2. Col Morada

3. Zarzamora

Estos vegetales presentaron un cambio de color perceptible en cada una de las soluciones
empleadas, a diferencia de los demds vegetales usados, los cuales presentaban un color muy
palido, e incluso imperceptible en las soluciones de mas baja concentracion (0.05 N), cabe
aclarar que la Cereza (Prunus cerasus) presentd cambios de coloracion muy perceptibles y
cumplia con los requerimientos para ser empleada en la investigacion, sin embargo, para la
fabricacion de un nuevo lote de extracto no se logré encontrar el vegetal fresco, ya que la
temporada de cosecha de este habia terminado para entonces y desafortunadamente no se
pudo sequir investigando con este fruto.

Liliana Maria Lope: Gonzales y Juan Francisco Magaa Sosa 30



Acido - Base en Medio Acnaso a Partir de Extractos Etandlicos de Origen Natural

1. Cebolla Morada

Nombre Comun: Cebolla morada (ver figura 17)

Nombre Cientifico: Allium cepa
Género: Alfium %

Figura 17. llustracion de la Cebolla Morad?

REGION DE CULTIVO

Nativo de Asia pero cultivado en
regiones templadas y subtropicales.

DESCRIPCION

Planta bulbosa con hojas cilindricas
largas, huecas y engrosadas en la base
que constituyen parte del bulbo. Las
flores son blancas o rosadas. Los
frutos son pequefias capsulas llenas de
semillas.

usos

Se consume cruda en ensalada,
cocinada.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

En medicina, es diurética, y muy rica
en vitamina C. Evik la caida del
cabello y la infeccién de heridas
pequefias.  También evila el
estrefiimiento.

OBTENCION

Se obtienen con facilidad a partir de
semillas, que se siembran
directamente en el terreno.

Tabla 10. Generalidades de la Cebolla Morada""
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2. Col Morada

Nombre Comun: Cof morada (ver figura 18)

Nombre Cientifico: Brassica oleracea
Género: Brassica#

Figura 18. llustracion de Col Morads®

REGION DE CULTIVO

Muy cultivada en
templadas

las regiones

DESCRIPCION

Su color morado se debe a unos
pigmentos, las antocianinas, presentes
en el jugo vacuolar de sus hojas. La col
tiene un tallo lefioso que soporta hojas
grandes, carnosas. Las flores son
amarillas. El fruto es una vaina larga
terminada en pico.

uUsos

Como alimento y como forraje.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

No reportada.

OBTENCION

Originaria de los acantilados marinos
de Espafa, Francia, Italia y Gran
Bretafia

|
i

Tabla 11. Generalidades de la Col Morada”

Liliana Maria Lipez Ganzdlez y Jusn Francisco Magaha Sosa
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3. Zarzamora

Nombre Comun: Zarzamora (ver figura 19)

Nombre Cientifico: Rubus fruticosus
Género: Rubus®”

Tien Ske

pherd|C rd Scientific Fiims
19. Ilustracion de Zarzamord®

Figura
REGION DE CULTIVO Originaria de Europa. En suelos
himedos.

DESCRIPCION El fruto maduro, llamado mora, es un
agregado de pequefias frutos carnosos
de color plrpura oscuro unidas a un
receptaculo conico que se separa
facilmente de la planta.

usos Empleado en Cocina.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Vitamina C, astringente, tdnica vy
diurética.

OBTENCION

Lugares silvestres introducida cerca de
lugares habitados, a menudo como
planta trepadora.

Tabla 12. Generalidades de la Zarzamora™

Liliana Maria Lipez G

ilez y Juan | oo Maguie Sora
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Sabemos que ciertos vegetales son Utiles en el tratamiento de ciertas enfermedades o
empleados en el arte culinario, pero no es suficiente decir que sabemos que son activas o que
confieren un aroma y sabor agradables a la comida. La razon de sus diversos efectos se halla
en que contienen ciertas sustancias quimicas activas, y son estos compuestos los que le
proveen los diversos efectos.

En el transcurso del estudio de la quimica analitica se han realizado mediciones y
métodos de andlisis de aplicacion para todos los campos cientificos; una rama de esta ciencia
es el analisis volumétrico que introduce el método de la titulacion, el cual comprende un
grupo grande y poderoso de procedimientos cuantitativos que se basan en la medicion de la
cantidad de un reactivo de concentracién conocida que se consume por el analito, por otro
lado en la quimica analitica también se han desarrollado técnicas de analisis de compuestos
de todos tipos, desde su extraccién y obtencion hasta su andlisis y cuantificacion que estan
presentes en la naturaleza, como por ejemplo en los vegetales.

En una titulacion acido-base es necesario afiadir un indicador a la solucion del analito
para obtener un cambio fisicoquimico apreciable en el punto final de esta. En los laboratorios
analiticos es frecuente la utilizacion de indicadores sintéticos comerciales que son los (nicos
en el mercado, pensando en esto se ha observado que existen algunos vegetales que
contienen antocianinas las cuales proporcionan diversos colores a diferentes pH's, esta
propiedad acido-base nos ofrece la utilizacion de estas sustancias del vegetal como
indicadores alternativos en valoraciones acido-base en medio acuoso.

Siendo la extraccion una técnica de obtencion de las antocianinas, se desarrollara un
sistema de extraccion idoneo, asi como la determinacion de los cambios de color, intervalos
de vire, y de pK, para estos extractos como indicadores naturales acido-base en medio acuoso
obtenidos de algunos vegetales como: betabel, cebolla morada, cereza, ciruela, col morada,
fitolaca, flor de jamaica, fresa, sandia, uva morada y zarzamora, cada uno de estos por la
coloracién que presentan tanto interna como externamente.

Una vez que se ha logrado desarrollar un sistema de extraccion eficaz para obtener
antocianinas de los frutos seleccionados se buscara implementar el uso de estos indicadores
como alternativa en su uso en los laboratorios de docencia en esta facultad, e incluso
posteriormente, en laboratorios ajenos a esta facultad en donde se requiera el uso de
indicadores para detectar el punto de equivalencia, tanto para bases fuertes como lo es el
Hidroxido de Sodio como para Acidos Fuertes como el Clorhidrico.

Ademas de lo anterior es posible aplicar los resultados de esta investigacion para la
ensefianza temprana de la quimica basica como lo son los acidos y las bases en los niveles
basicos y medio superior, esto a consecuencia de la facilidad con la que es posible encontrar
practicamente en cualquier mercado o tienda de autoservicio los vegetales que son objeto de
este trabajo cientifico, esto a diferencia de lo que conllevaria a la compra de un producto
especializado como lo son los indicadores acido-base comercialmente disponibles.

Liltana Maria Lipes l;_on:ﬂﬁ‘: ¥ Juan .‘F"Mnﬂ\m Magafa Saxa 34
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IIl. OBJETIVOS

A. Objetivo General

e

Desarrollar extractos Etandlicos de origen natural para ser utilizados como Indicadores
alternativos en medio acuoso para valoraciones directas Acido-Base.

B. Objetivos Particulares

W+
o

Determinar el sistema de extraccion mas apropiado para la obtencion de indicadores
acido-base a partir de vegetales.

Determinar las condiciones de almacenaje Optimas para el uso de los extractos
obtenidos que seran usados como indicadores acido-base.

Determinar los intervalos de vire de pH para cada uno de los extractos usados como
indicadores Acido-Base.

Determinar los colores de vire que presenten los extractos usados como indicadores
en las valoraciones Acido-Base en medio acuoso.

Determinar el pKa o constante de acidez de los extractos etandlicos utilizados como
indicadores Acido-Base en medio acuoso por un método espectrofotométrico.

Determinar la funcionalidad de los Extractos usados como indicadores Acido-Base
como una alternativa de uso de los indicadores comercialmente conocidos, dentro y
fuera de los laboratorios de la Planta Piloto Farmacéutica de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza.
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IV. HIPOTESIS

Se sabe que las antocianinas son compuestos que se encuentran en las plantas y que
presentan distintas coloraciones que estan en funcion del pH del medio en el que se
encuentran, por lo tanto éstos compuestos poseen caracteristicas acidas y basicas que
pueden ser aprovechadas al ser extraidas de distintos vegetales como indicadores del punto
final en valoraciones acido-base en medio acuoso.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

_A. Material e
N MATERIAL MARCA
Vasos de precipitados de 100 mL Kimax
Vasos de precipitados de 250 mL Kimax
Matraz aforado de 1000 mL  Pyrex
Matraz aforado de 25 mL Pyrex
Matraz aforado de 100 mL Kimax
- Matraz aforado de 250 mL Kimax
Soporte Universal No Disponible
Pinza doble para bureta Felisa S.A.
Bureta de 25 mL Kimax
- Probeta de 100 mL Pyrex
Barra magnéticadeticm | emememeeeeeee
Pizeta
- Matraces erlenmeyer de 50 mL Kimax
Mortero con pistilo s
Embudo de vidrio tallo corto Pyrex

Anillo metalico Ry

Frascos de vidrio ambar contapade | = ——eeemeeee
baquelita con capacidad de 200 mL

Frascos de vidrio ambar con tapa gotero |  cmemeeeee-
de polietileno con capacidad de 20 mL

Desecador Nalgene
) Pesa filtros Pyrex
Pipeta graduadade 10m. |  Ppex |
Pipeta graduada de 2 mL - Kimax
~ Pipetagraduadadet m. |  Kimax
Tubos de ensaye 15100 Pyrex o
Celdas para espectrofotémetro Perkin Elmer
B. Material Vegetal
VEGETAL NOMBRE CIENTIFICO
Betabel Beta vulgaris
Cebolla morada  Allium cepa
Cereza Prunus cerasus
Ciruela Prunus domestica
Col Morada Brassica oleracea
Fitolaca Phytolaca americana ,
Fresa _ Fragaria vesca .
Flor de Jamaica Hibiscus sabdariffa
Sandia  Curullus lanats
\Uvamorada  Viusspp.
Zarzamora  Rubus fruticosus ]

' Luliana Maria Lope: Gonzale: y Juan Francisco Magera Sosa
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C.Reactivos
REACTIVOS MARCA GRADO
Etanol absoluto J. T. Baker G.A
Acido clorhidrico J. T. Baker G.A
Agua destilada Destilador P.P. Farmaceéutica G. A
Tetraborato de Sodio Técnica Quimica S.A. G A
Fosfato dibasico de Sodio Baker Analyzer G.A
Fosfato monobasico de Potasio J. T. Baker G. A
Hidréxido de Sodio Técnica Quimica S.A. G. A
Biftalato de potasio J. T. Baker G. A
Acido Tartérico Técnica Quimica S.A. G. A
Fenolftaleina Sigma de México S.A G.A
Azul de Bromotimol Sigma de México S.A G. A
D.Equipo ===
F EQUIPO MARCA MODELO
Refrigerador NIETO REB300
Estufa climatica CAISA INC-2-4-2-TR
. Potenciometro COLE-PALMER |  59003-20
Espectrofotometro | PERKIN ELMER LAMBDA 2
UV/VIS
Balanza granataria 'METTLER PC 2000
Balanza Analitica | OHAUS ANALYTICAL PLUS
Estufa ~ RIOSROCHA | HS

Liliana Maria Lopes (Gonzdles v Juan Franciseo Mapaia Sosa
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VI. METODOLOGIA GENERAL

1. Se realizo una Investigacion exhaustiva acerca del origen de los cambios de color en
los vegetales, lo que llevo a realizar una analogia con los indicadores acido-base para
emplearlos en valoraciones. Esta indagacion se hizo tanto en libros, como via
Internet, ademas de articulos cientificos.

2. La seleccién de vegetales se realizé en fundamento al color externo e interno que
presentan cada uno de ellos ya que estos son factibles a una extraccion de pigmentos
para una evaluacién que determinara si podrian ser funcionales para este proyecto.

Los vegetales frescos seleccionados fueron:

* & & & @& & & & 8 @

Betabel

Cebolla Morada
Cereza

Ciruela

Col Morada
Fitolaca

Flor de Jamaica
Fresa

Sandia

Uva Morada
Zarzamora

3. Se desarrollo la técnica de extraccion de antocianinas aplicada a cada vegetal, que

consistio en:

a. Compra de vegetal.

b. Cortar en trozos pequefios al vegetal.

c. Pesar 150 g del vegetal y macerar en un mortero.

d. Pesar 15 g de acido tartarico.

e. Medir con una probeta 150 mL de Etanol.

f.  Vaciar cada uno de los componentes a un frasco de vidrio color ambar de 250
mL con tapa de baquelita.

g. Mantener el Frasco a una Temperatura de 20°C durante 5 dias.

h. Al término de estos dias se procedio a filtrar el extracto para separar el solido
del liquido.

i. ElSolido se desecha.

j. Al Extracto se le realizan pruebas de cambio de color, agregando unas gotas
del extracto a soluciones acidas de distinta concentracion de HCI y basicas.

k. Los extractos en los cuales no presentaron cambio de color se eliminaron de

este trabajo.
Los extractos que si presentaron cambio de color se continda su estudio.

4. Los extractos aceptados son sometidos a un estudio de estabilidad para determinar
las condiciones de almacenaje. El cual consistio en:

a.

b.

Distribuir el volumen obtenido en la extraccion en 9 frascos goteros de color
ambar con tapa de polietileno de alta densidad.

Tres de estos frascos con extracto se colocaron en una estufa climatica a una
temperatura de 20°C.

Liliano Maria Lope: Gonzale: y Juan Francisco Magasa Sosa B 39
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c. Tres de estos frascos con extracto se colocaron en una estufa climatica a una
temperatura 40°C.

d. Tres de estos frascos con extracto se colocaron en un refrigerador a una
temperatura de 4°C.

e. Estas muestras se analizaran cada 14 dias, mediante una valoracion acido-
base potenciométrica y de Analisis Visual (Volumen Gastado) de acuerdo a las
siguientes concentraciones.

e NaOHconHCI 1N

HClconNaOH 1N

NaOH conHCl 0.1 N

HCl con NaOH  0.1N

HCl con NaOH 0.05N

e NaOHconHCI 0.05N

5. Determinar el intervalos de vire que presente el extracto.

6. Realizar calculos estadisticos y Gréficas sigmoidales.

7. Se determinara el pKa mediante un método espectrofotométrico que se describe a

continuacion:

a. A 11 matraces volumétricos de 25 mL adicionar 1 mL de el extracto.

b. Adicionar acido o base hasta obtener potenciométricamente los pH's de 2
hasta 12 para cada matraz.

c. Aforar con agua destilada.

d. Realizar barridos entre 365 y 700 nm de longitud de onda en el
espectrofotémetro a las soluciones de pH 2 y pH 12.

e. Obtener los maximos de absorcion para los soluciones pH = 2 y para pH =
12.

f.  Medir la absorbancia de las 12 soluciones a la longitud de onda de maxima
absorbancia de las soluciones de pH 2 y 12.

g. Graficar los resultados obtenidos de absorbancia vs pH y detectar el punto
isosbéstico que indica que ese es el pKa.

Liliana Maria Lape: (Ganzales y Juan Francisco Magaka Sosa 40
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A. DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL

REVISION
BIBLIOGRAFICA

SELECCTION DE FRUTOS

DESARROLLO DE SISTEMA

DE EXTRACCION
ESTABILIDAD DE LOS
EXTRACTOS
VALORACION ANALISIS VISUAL DETERMINACION
POTENCIOMETRICA (VOL. GASTADO) DE pKa

CONCLUSIONES
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1. METODOLOGIA )
DESARROLLO DE TECNICA DE EXTRACCION

COMPRA DE
VEGETALES

BETABEL, CEBOLLA MORADA, CEREZA, CIRUELA, COL MORADA, FITOLACA,
FLOR DE JAMAICA, FRESA, SANDIA, UVA MORADA Y ZARZAMORA

CORTAR EN ' ’ PESAR 150 g ¥ MACERARLO_‘ PESAR 15 g DE ACIDO

TROZOS EN UN MORTERO. TARTARICO Y TOMAR 150

ml hF FTANNI

MANTENERLO EN FRASCO
AMBAR POR 5 DIAS A 20°C

FILTRAR

REALIZAR PRUEBAS DE CAMBIO DE COLOR CON SOLUCIONES DE NaOH y HC|

\

EXTRACTOS SIN CAMBIO
DE COLOR

EXTRACTOS CON CAMBIO DE ’
COLOR

ELIMINAR

CONTINUAR CON
VALORACIONES

" Liliana Marta Ldpez Gonzdlez y Juan Francisco MagaRa Sosa ) 42
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2. METODOLOGIA
EXTRACTOS QUE PRESENTAN CAMBIO DE COLOR Y ESTABILIDAD
DE LOS MISMOS

EXTRACTO CON CAMBIO DE

COLOR

| EL VOLUMEN OBTENIDO SE DISTRIBUIRA EN 9 FRASCOS
GOTEROS AMBAR DE 20 mL PARA CADA VEGETAL

3 FRASCOS GOTEROS CON EL EXTRACTO
COLOCARLOS A DE 20°C EN ESTUFA CLIMATICA

3 FRASCOS GOTEROS CON EL EXTRACTO
| COLOCARLOS A DE 40°C EN ESTUFA CLIMATICA

3 FRASCOS GOTEROS CON EL EXTRACTO
COLOCARLOS A DE 4°C EN REFRIGERADOR

I l N

ANALTSIS DE LAS MUESTRAS SOMETIDAS A DIFERENTES
CONDICIONES DE ALMACENAJE CADA 14 DTAS

___— T

VALORACION ANALISIS VISUAL INTERVALOS DE
POTENCIOMETRICA (VOL. GASTADO) VIRE
NaOH con HCI IN

HCl con NaOH IN
NaOH con HCI 0.1 N
HClconNaOH O.IN REALIZAR CALCULOS

| HCl con NaOIr-: 0.05N ESTADISTICOS Y
NaOH con HCl 0.05 N GRAFICAS
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3. METODOLOGIA
DETERMINACION ESPECTROSCOPICA DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ pKa

EXTRACTO DE LOS
VEGETALES CON CAMBIO

DE COLOR

A1l MATRACES | | ADICIONAR ACIDO O BASE
VOLUMETRICOS DE 25 | HASTA OBTENER
mL ADICIONAR 1 mL DE | POTENCIOMETRICAMENTE
EL EXTRACTO |  LOSpH S DE 2 HASTA 12
SELECCIONADO | PARA CADA MATRAZ

|

_ I

AFORAR CON AGUA DESTILADA. '

_ |

REALIZAR BARRIDOS ENTRE 380 Y 750 nm DE LONGITUD DE |
ONDA EN EL ESPECTROFOTOMETRO A LAS SOLUCTONES DE
pH2YpH 12

|

OBTENER LOS MAXIMOS DE ABSORCION PARA LOS
SOLUCIONES pH = 2 Y PARA pH = 12

I .

MEDIR LA ABSORBANCIA DE LAS 12 SOLUCIONES A LA
LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORBANCIA DE LAS J

SOLUCIONES DE pH2Y 12

B I

GRAFICAR LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE
ABSORBANCIA VS pH Y DETECTAR EL PUNTO
ISOSBESTICO

—
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Desarrollo de Indicadores Acido - Base en Medio Acuoso a Partir de Extracton Etandlicos de Origen Natural

1. Vire

Basandonos en los resultados obtenidos y mostrados de las fablas 13, 14, 15, 16, 17y 18 y
de observar las figuras 20 a 25 podemos decir que para el:

a) Analisis Potenciométrico de NaOH con HCL.

« Que los valores de Desviacion Estandar estan en la totalidad de los casos por debajo de 1
lo que indica poca variabilidad en los datos.

e« En el caso de Coeficientes de Variacion para la mayoria de las determinaciones son
valores por encima de 2, esto significa que dichos valores no cumplen con los parametros
para exactitud y reproducibilidad del método usado ya que estos valores deberian estar
por debajo del valor establecido, sin embargo es necesario mencionar los factores que
influyen en la obtencién de tales datos, tales como la naturaleza de las soluciones, es
decir, los reactivos con los que fueron preparados, incluso la habilidad del analista, el
equipo etc.

« Es importante mencionar que la preparacion de las soluciones fue basada de acuerdo a lo
establecido en la FEUM 72, Edicion, aunque las dos Ultimas determinaciones presentaron
una variacion muy marcada con respecto a las primeras cuatro, lo que lleva a pensar que
el lote de agua con el que fueron preparadas se cree estuvo contaminada.

e A pesar de lo anterior se puede observar una homogeneidad de las curvas entre las
distintas condiciones de temperatura a las que se sometid al extracto utilizado, ya que se
presentd siempre primero el punto de inflexion en la valoracion con las soluciones de
menor concentracion (0.05 N), sequida por la de concentracion intermedia (0.1 N) y al
final para la de mayor concentracién (1.0 N).

« También se observa claramente como los puntos de inflexion de las valoraciones con las
soluciones de mayor concentracion son mas marcados y van atenudndose conforme se
disminuye en la concentracién de las soluciones, lo que indica que de igual modo que el
extracto no modifica el comportamiento de la curva indicando que el extracto es un acido
o base débil que no influye significativamente en la forma de la curva, y que el Gnico
punto de inflexion encontrado se debe Gnicamente al de la especie que esta siendo
valorada con el estandar, ya sea por el acido o por la base.

2. Analisis Visual (volumen gastado).

« Al realizar el calculo del Coeficiente de Variacion y Desviaciones Estandar indicados en las
tablas 19 y 20 de cada uno de los valores de volumen adicionados a la muestra obtenidos
al momento del cambio de color observado, da como resultado que ningtn valor de
desviacion estandar esta por encima de 1, pero los valores para coeficientes de variacion
nuevamente existen valores por arriba de 2, lo que nos lleva nuevamente a atribuir este
resultado a la gran influencia que tienen los valores extremos en las Medias Aritméticas
debido a lo ya mencionado acerca de la preparacion de reactivos y del agua contaminada.

« Por otra parte podemos observar en las fablas 19 y 20 la coincidencia de cada uno de
estos valores con los que se encuentran en el punto de inflexion de las curvas obtenidas
potenciométricamente, es decir, cada valor de volumen gastado se encuentra dentro del
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Desarrollo de Indicadores Acido - Base en Medio Acuoso a Partir de Extractos Etandlicas de Origen Natural

intervalo del volumen de antes y después del punto de inflexion de la curva
potenciométrica, lo que nos lleva a pensar que el cambio de color del extracto estd
proximo a la neutralidad, ya que este se presenta también en el punto de equivalencia de
la reaccion, en este caso a pH proximo a la neutralidad, y que el pKa de la mayoria de los
componentes coloridos en el extracto se encuentra proximo a 7.

3. Determinacion de pKa

A juzgar por los resultados de la tabla 21 y de observar la figura 26 el punto isosbéstico
de se encuentra a pH de 6.45 ya que es en este valor donde la mitad de los componentes
que se ionizan contienen una carga neutra y la otra mitad de ellos contienen carga, esto
debido ya sea a la pérdida de un protdén al encontrarse a un pH casi neutro o bien por el
contrario a la ganancia de estos tal como si se tratara de una base de Brinsted Lowry,
esto ademas se ve demostrado por estos extractos al cambiar de color precisamente en el
punto de equivalencia de las valoraciones acido — base como ya se comentd
anteriormente.

Liliana Marin Lope: Gionzale: y Juan Francsoo Magafia Sosn 54
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Desarrollo de Indicadores M— Base en Medio Acusso a Partir de Eviracios Etandlicas de Urigen Natural

1. Vire

Basandonos en los resultados obtenidos y mostrados de las tablas 22 a 27 y figuras 27 a 32
podemos decir que para el extracto de Col morada tenemos:

a) Analisis Potenciométrico de NaOH con HCI.

« Al analizar los datos se obtuvieron desviaciones estandar debajo de 1 que muestra que no hay
una gran variabilidad en nuestros datos, aunque el Coeficiente de Variacion en algunos casos
da valores arriba de 2 % los que nos hace pensar que la media de los datos fue la que marco
ese valor tan alto ya que en las dos Ultimas determinaciones los valores se incrementaron a
diferencia de las otras cuatro, lo que nos hace pensar que esto sucedid al preparar las
soluciones de NaOH y HCl con agua que se cree contaminada.

« Las curvas muestran una tipica curva sigmoidal que varia de acuerdo a la concentracién con la
que se trabajo para NaOH y HCI.

b) Analisis Potenciométrico de HCl con NaOH.

» Los resultados obtenidos para estas valoraciones también muestran que las desviaciones
estandar estan debajo de 1 que indican que no hay una gran varabilidad, aunque el
Coeficiente de Variacion en algunos casos también existen valores arriba de 2% por lo que el
mismo factor del agua ya mencionado afecto los valores obtenidos de Coeficiente de

variacion.

» Las curvas muestran una tipica curva sigmoidal que varia de acuerdo a la concentracion con la
que se trabajo para HCl y NaOH.

2. Analisis Visual (volumen gastado).

e Los resultados obtenidos de acuerdo con el volumen promedio gastado presentados en las
tablas 28 y 29, los valores de Desviacion Estandar y Coeficiente de Variacion no muestran
datos que nos hagan pensar en una variabilidad marcada, ya que las Desviaciones Estandar

especificamente no sobrepasan siquiera de 1.

e Es preciso mencionar que el extracto de Col Morada condicidn de Temperatura de 40°C al
cabo de las Gltimas 3 determinaciones era de color café y no mostraba el color inicial que era
rojo, por lo que no se podia determinar visualmente el vire de color.

« También es importante mencionar que el extracto a 4°C conservo todas sus cualidades con
respecto al color obtenido en las seis determinaciones realizadas y al cambio de color
obtenido.



Desarrollo de Indicadores Acido — Base en Medio Acuoso & Partir de Exiractos Etandlicos de Origen Natural

3. Determinacion de pKa.

Para determinar el pKa del extracto debieron previamente obtenerse los maximos de
absorcion del extracto, primero a pH 2 y posteriormente a pH 12, considerando mantener la
concentracion del extracto a los diferentes pH s, de esto se obtuvo que los maximos obtenidos se
encuentran a la longitud de onda ubicada de acuerdo al espectro electromagnético donde el
color transmitidos por la solucién coincide con el esperado, es decir para pH basico el maximo se
obtuvo a 607.6 nm, y es esta region donde el color transmitido es de verde a amarillo,
precisamente el color que presenta la solucion basica con el extracto, y a su vez la solucion acida
que presenté maximo de absorcion a 528.4 nm donde precisamente el color transmitido es el
rojo, color que se percibe principalmente de la solucion a pH acido con el extracto.

Segun la figura 33 y con los datos de la fabla 30 al analizar las curvas obtenidas a los
distintos valores de pH manteniendo fija la longitud de onda primero la de pH basico (607.6 nm)
y después la de pH acido (528.4 nm) se observa una curva muy similar a un diagrama de
distribucion de especies, de ambas curvas se observa una disminucion de absorbancia conforme
se aumente o disminuya el pH segin sea el caso hasta que en un punto ambas curvas se cruzan,
dicho punto podemos asumir que se trate del estado de transicion de acuerdo a la siguiente
ecuacion [InH = In" + H'l, esto es la misma cantidad de componentes ionizados que
componentes no ionizados a ese pH, lo cual indica el pKa de dichos componentes, para este caso
un pH 6.88, sin embargo a diferencia de lo que marca la técnica utilizada estas curvas comienzan
a subir en el extremo después de haber cruzado, dichos aumentos de absorbancia pueden
deberse a especies que no presentan una coloracion perceptible al ojo humano pero que
absorben luz a la longitud de onda empleada, estas especies diferentes a las deseadas se
presentan debido a la inespecificidad de la técnica de extraccion, esto debido a la gran cantidad
de componentes que se encuentran en los frutos por tratarse de fuentes naturales.

Liliana !l";;a“!.;}‘;m?f;:n_;d_lé j"“JI‘lrJ'N. Franciico Magaia Sova 64
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Desarrollo de Indicadores Acido - Base en Medio Acuaso a Partir de Extractas Etandlicos de Origen Natural

1. Vire

Basandonos en los resultados obtenidos y mostrados de las tablas 31 a 36 y figuras 34 a 39
podemos decir que para el extracto de Zarzamora tenemos:

a) Analisis Potenciométrico de NaOH con HCI

e Tal como lo demuestran los datos la variabilidad representada por las Desviaciones Estandar
es muy baja, ejemplo de ello es que ningun valor pasa de 1 sin embargo nuevamente estos
datos se excluyen de los requerimientos de precision y exactitud, puesto que al determinar los
Coeficientes de Variacion la gran mayoria esta por encima de 2, asi como se determiné para
Cebolla Morada y Col Morada para el caso de la Zarzamora, la baja calidad de un lote de agua
influyd en la obtencion de los resultados.

« Las curvas muestran una tipica curva sigmoidal que varia de acuerdo a la concentracion con la
que se trabajo para NaOH y HCl, esto demuestra que este extracto no influye en la forma de
las valoraciones para acido y base fuerte como lo es el Acido Clorhidrico y el Hidroxido de
Sodio a las concentraciones utilizadas en este proyecto.

b) Analisis Potenciométrico de HCl con NaOH

« Asi como en las valoraciones de Base con Acido se obtuvieron las tipicas curvas sigmoideas,
se logré una adecuada forma para las valoraciones de Acido fuerte con Base Fuerte a las
distintas concentraciones, de tal manera que no se observé una influencia por el extracto
adicionado en el comportamiento de estas.

e A pesar del adecuado comportamiento de las curvas los datos demuestran que las
valoraciones obtenidas no cumplen con los parametros de precision y exactitud puesto que
el Coeficiente de Variacion en la mayoria de los casos supera el valor de 2.

2. Analisis Visual (volumen gastado).

e Segun las tablas 37 y 38 el volumen gastado observado por el vire o cambio de color del
extracto adicionado a las soluciones valoradas coincide precisamente con el punto de
equivalencia.

e A pesar de lo anterior el problema de los Valores de Coeficiente de Variacion contindan
provocando el desapruebo para cumplir con los parametros de precision y exactitud del
meétodo, puesto que de igual modo se sobrepaso de 2%, sin embargo, esto es constante lo
que podria hacernos pensar que es posible atribuir nuevamente este desajuste de las dos
ultimas determinaciones con respecto a las primeras cuatro, a la baja calidad de los reactivos.

3. Determinacion de pKa.
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A diferencia de los otros dos extractos, el de Zarzamora presentd para el pH de 12,
maximos de absorbancia a una longitud de onda bastante diferente, esto a 607.6 nm
como se denota en la fabla 39, aunque es necesario considerar que el extracto presentaba
colores distintos a pH basico con respecto a Cebolla y Col Moradas, mientras que las
anteriores presentaban un color verde caracteristico, la zarzamora presentaba colores mas
entonados con el azul, lo que se demuestra por que es el color transmitido por las
soluciones que absorben a esa longitud de onda.

Otra caracteristica importante de este extracto fue la separacion mas pronunciada de las
curvas en los extremos, principalmente a pH acido, que a diferencia de los otros extractos
de Cebolla y Col Moradas que casi se unian nuevamente, podemos pensar que esta
especie no contenia otras especies que a pesar de que no contienen color absorban luz a
esa misma longitud de onda.

e Para el punto isosbéstico segin la figura 40 el pH donde se cruzan las gréficas
corresponde  a pH de 7.3, otro rasgo que de igual modo diferencia los componentes de este
extracto.
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VIII. CONCLUSIONES

Como parte final de esta tesis y manifestando asi el resultado de los analisis realizados a
estos tres extractos usados como indicadores acido - base en medio acuoso, se dan las
siguientes condusiones, todas ellas forman parte de la opinion particular de los autores.

1. Se determiné el método mas eficaz de extraccién, el cual fue en proporcion de 1:1
(peso / volumen), usando como solvente el etanol grado reactivo acidificado con acido
tartarico.

2. Las condiciones optimas de almacenaje fue en frascos de vidrio color dmbar,
manteniéndolos a una temperatura de refrigeracion de 4°C, conservando sus propiedades de
cambio de color a diferentes pH 's hasta por mas de tres meses.

3. Se determinaron los intervalos de vire de acuerdo a la siguiente tabla para los tres
extractos usados como indicadores acido - base en medio acuoso:

Extracto Intervalos de vire }
Cebolla morada 6-9 |

Col morada 6-8

Zarzamora 6-9

Tabla 40. Intervalos de vire de pH obtenidos para cada uno de los extractos.
4. Se determinaron los cambios de color de vire de acuerdo a la siguiente tabla para los
tres extractos usados como indicadores acido - base en medio acuoso:

Extracto Color a pH acido Color a pH basico
Cebolla morada Rosa palido C ) |Verde Amarillento

Col morada Rosa Verde )

Zarzamora Rojo Azul

Tabla 41. Colores de los distintos extractos a pH bdsico y pH acido.

5. Se determino el pKa para cada extracto usado como indicador acido - base en medio
acuoso que se describe en la siguiente tabla:

Extracto pKa
Cebolla morada 6.45
Col morada 6.88
Zarzamora 7.3 [

Tabla 42. Valores de pKa obtenidos para cada uno de los extractos.

6. La funcionalidad de estos extractos para ser usados como indicador acido - base en
medio acuoso es aceptable debido a que las antocianinas que contienen estos vegetales en
las vacuolas de sus células, presentan distintas coloraciones a diferentes pH’'s y que al
extraerlos estos pueden funcionar como indicadores de pH para una valoracion de Acido
fuerte con Base fuerte en un Laboratorio quimico de analitica.
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IX. SUGERENCIAS

Cuando en un estudio se involucran productos de origen natural es inminente la

variabilidad bioldgica de estos, lo cual implica llevar a cabo una investigacion alterna en la
que se busque encontrar las caracteristicas de interés para la investigacion, esto es
determinar cual es la especie o lote que mejor cumpla con las necesidades del proyecto
establecido.

Para el caso de nuestro estudio, es necesario considerar los siguientes aspectos para

una investigacion posterior a la presente:

1.

Estudio etnomérico, para determinar la region de cultivo y temporada de cosecha mas
adecuada para cada uno de los vegetales empleados, de tal forma que estos cumplan de
manera mas adecuada con los requerimientos para su estudio.

Ya que se ha desarrollado una técnica de extraccion, es necesario llevar a cabo la
validacion de este método.

Determinar la funcionalidad de estos extractos como indicadores para acidos diproticos y
polipréticos asi como para dibases y polibases.

Determinar la funcionalidad de estos extractos como indicadores para los diferentes tipos
de valoraciones existentes.

Posible Liofilizacion del extracto.

Estudio general de costo. Su venta al mercado, como alternativa de uso de los indicadores
comerciales.
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Figura 35. Curva de Valoracion de NaOH con HCl a diferentes concentraciones usando
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Para determinar el pKa por punto isosbéstico
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XI1. Valores de pH de cada punto de las curvas de pH versus volumen de las

Sfiguras 20 a la 39.

Tabla 43. Datos de pH originales para las figuras 20 a 22 de los resultados de valoracion de
Hidroxido de Sodio con Acido Clorhidrico a distintas concentraciones para el extracto

senalado.
Cebolla Morada
4°C 20 °C 40 °C
Volumen| 0.05N | 0.IN | 1.LON | 005N | 0.IN | ILON | 005N | 0.IN | I.LON
(mL)
0 14.375| 14572 | 13.957| 14.325| 14520| 13903| 14.303| 14558| 13.915
1 14.365| 14570| 14.022| 14.305| 14592| 13.962| 14288| 14495| 13973
2 14.325| 14554 | 14.060 1428 | 14.588| 14.007| 14.250| 14570| 14.033
3 14.285| 14.528| 14.095 1423 | 14.576| 14.045| 14.180| 14.554| 14.073
4 14207 | 14.498| 14.127| 14.142| 14552| 14.075| 14.118| 14534| 14108
5 14117 | 14452 | 14157 1407 | 14506| 14.108| 14.035| 14490| 14.135
6 14035| 14408| 14182| 13955| 14464| 14133| 13.903| 14.440| 14.165
7 13.902| 14.348| 14.197| 13.827| 14.394| 14.157| 13.695| 14.386| 14.190
8 13.76| 14.274| 14207 13.66| 14326 14.172| 13.465| 14314| 14203
9 13.577| 14.180| 14.213| 13552| 14240| 14.185| 13.095| 14240| 14212
10 13.295| 14.060| 14.213| 12.870| 14.140| 14.192| 12.578| 14.140| 14225
11 13.298| 13902| 14208 12.195| 13.996| 14.187| 11.513| 14.012| 14230
12 12695| 13652| 14.197| 11.023| 13798| 14.177| 10.768| 13.840| 14228
13 12.150| 13.168| 14.155 9.795| 13.482| 14.162 9.583| 13560 14217
14 10.785| 11.640| 14.088 6.325| 12.718| 14.120 6.283| 12974| 14.190
15 6.197 B.756| 13.970 4912| 10616 14.055 5247 | 11.470| 14.135
16 4.450 4618| 13.312 4213 5596 | 13.907 3.720 6.194| 14.038
17 3.585 2.648 7.652 3.418 3.358| 13.205 3.170 3.270| 13.887
18 2.635 2.386 1.760 2.67 2 656 5675 2.530 2.804| 13.023
19 2.512 2.152 1.240 2417 2092 1612 2.485 2.510 2.390
20 2.317 1.878 1.120 225 1.924 1.290 2.298 1.928 1.353
21 2.182 1.794 1.008 2.155 1.844 1.123 2.188 1.824 1.092
22 2.092 1.740 0887 2082 1.776 1.032 2.108 1.764 1173
23 2.037 1.696 0.828 2032 1.730 0.847 2.055 1.710 0915
24 1.995 1.596 0.807 1.997 1.690 0.797 2013 1.690 0.840
25 1.983 1.587 0.802 1.98 1.668 0610 1.978 1.667 0.746 i
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Desarrolio de Indicadores Acida — Base en Medio Acuoso a Partir de E: Etandlicos de Origen Natural

Tabla 44. Datos de pH originales para las figuras 23 a 25 de los resultados de valoracion de
Acido Clorhidrico con Hidroxido de Sodio a distintas concentraciones, para el extracto
senalado.

Cebolla Morada
4°C 20 °C 40 °C
Volumen | 0.05 N 0N LON 005N 01N LON 0.05 N 01N LON
(ml)
0 122 1.063 0.325 1.635 1.105 0.328 1.336 1.167 0.386
1 1.24 1.063 0.310 1615 1.1 0.32 1.336 1.16 0.373
P4 1.26 1.063 0.305 1635 1.107 0.316 1.336 1.15 0.356
3 1.3 1.077 0.295 1.635 1.112 0.32 1.377 1.152 0.356
4 1.32 1.090 0.280 1.665 1.122 0.308 1.407 1.157 0.348
5 1.36 1.103 0.280 1.685 1.142 0.452 1.438 1.17 0.358
6 14 1.127 0.285 1.715 1.157 0.324 1.479 1.18 0.358
7 1.44 1.143 0.285 1.745 1.177 0.324 1.519 1.192 0.358
8 1.49 1.180 0.300 1.785 1.21 0.332 1.581 1.225 0.37
9 1.55 1.207 0.315 1.825 1.237 0.34 1632 1.25 0.38
10 1.61 1.240 0.320 1.885 1.272 0.348 1.703 1.28 0.39
11 1.69 1.277 0.343 1.956 131 0.376 1785 .31 0411
12 178 1.323 0.368 2.056 1.347 04 1.897 1.345 0.433
13 1.92 1.367 0.398 2253 1.395 0.356 2.04 1.39 0.458
14 2.08 1.417 0.430 2.454 1.445 0.476 2173 1.432 0.493
15 2.28 1.487 0.478 3.126 1.517 0.52 2.330 1.502 0.538
16 2645 1.567 0.528 4533 1.585 0.57 2.847 1.56 0.595
17 3.39 1.663 0605 10722 1672 0.644 3.763 1.637 0.665
18 5.485 1.797 0.673| 12596 1.787 0.822| 11.485 1.737 0.742
19 12.17 1.967 0.880| 13.533 1.93 0.992| 13.117 1.855 1.157
20 12.565 2.207 1.230| 13643 2.400 1292 13.423 2.050 1.172
21 13.345 2.797 2.160| 13.736 2.480 2604| 13603 2.360 2.048
22 13.53 5590 13.015| 13601 2958| 13.268| 13.739 2.828| 13.115
23 13.51| 11.170| 13.373| 13682 4428 | 13.562| 13.821 4.225| 13.570
24 13.59| 13.110| 13.510| 13.742| 12273| 13688| 13.892| 11.770| 13.728
25 1365| 13.583| 13.650| 13.802| 13.245| 13.798| 13.943| 13.023| 13.818
26 13.46| 13.787| 13.823| 13.762| 13.550| 13.986| 13.953| 13.360| 14.065
27 13.605| 13.920| 13.863| 13902| 13.720| 14022| 13963| 13.543| 14115
28 13.695| 14.020| 14025| 14003| 13.837| 14056| 13.984 1367 | 14141
29 13.755| 14.100| 13.918| 14.073| 13917| 14.082| 13.994| 13.7525| 14.165
30 13.805| 14.167| 13.938| 14.143 13.98| 14.102| 14.045| 13.815 14.‘&95‘1
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Desarvatio de Tadicadores fcido — Base on Medio Acwoss & Parte 4 Exirecies Etandiicas de Origen Notured

Tabla 45. Datos de pH originales para las figuras 27 a 29 de los resultados de valoracion de
Hidroxido de Sodio con Acido Clorhidrico a distintas concentraciones para el extracto

sefalado.

B Col Morada e ——
4°C 20 °C 40 °C
Volumen| 0.05N | 0.IN | 1.ON | 005N | 0.IN | ILLON [ 005N | 0.IN | LLON
(mlL)
0 14.405| 15462 | 14183| 14450| 15357| 14915| 14415| 14938| 14923
1 144| 15188| 14.117| 14445| 15090| 14.967| 14.410| 14.883| 14973
2 14.361| 15.275| 14.157| 14.402| 15182| 14.957| 14.372| 14.883| 14.963
3 14.315| 15.167| 14.200| 14.345| 15077| 15010| 14.315| 14877| 15018
4 14.236| 15.155| 14.250| 14.272| 15070| 15042| 14.237| 14870| 15.052
5 14135| 15.133| 14.317| 14.175| 15.052| 15.192| 14.135| 14.843| 15.198
6 14.011 15.058| 14292| 14037| 14982| 15083| 13987| 14.797| 15093
7 13.825| 15.008| 14.333| 13607| 14932| 15100| 13.795| 14.770| 15.108
8 13.73| 14958| 14.417| 13.760| 14.885| 15.130| 13.675| 14.723| 15138
9 14.036| 14800| 14423| 14065| 14.728| 15118| 13.977| 14677 | 15127
10 13.733| 14.825| 14.390| 13.773| 14.753| 15242 13628| 14617 15250
11 13.531| 14917 14.383| 13.587| 14.848| 15.192| 13.367| 14547 15200
12 13.341| 14683| 14407| 13407| 14615| 15242 12992| 14453| 15250
13 13.303| 14.617| 14408| 13.302| 14.547| 15242| 12.060| 14.340| 15250
14 12586 | 14.467| 14.313| 12.717| 14.392| 15242| 10.853| 14.193| 15253
15 11428 14.172| 14348| 11618| 14.092| 15075 6.915| 13.967| 15.088
16 7.803| 13.552| 14.342 7.753| 13643| 14.950 5677 | 13.580| 14.967
17 5828| 12.162| 14.208 5833| 12.213| 14.808 3.867| 12.397| 14.832
18 3.635 6.828| 13.483 3.517 6.823| 13.833 2.928 6.110| 13.945
19 2.748 3.597 2.130 2.680 3612 1.833 2.538 2.853 1.930
20 241 2:533 1.258 2.385 2.523 1.408 2.340 2.345 1.488
21 223 2.218 1.027 2.235 2212 1.193 2.190 2.093 1.210
22 214 2.058 0.892 2.160 2.040 1.053 2.125 1.973 1.067
23 2.075 1.940 0.792 2.098 1.927 0.977 2.063 1.887 0.988
24 2.041 1.892 0.713 2.062 1.878 0.925 2.032 1.843 0.933
25 1.966 1.850 0.645 2.023 1.838 0.892 1.993 1.793 0.893 |
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Desarotl de Indcadores Acid ~ Base en Medio Acusso  Partir de Earactos Etandlics de Origen Naural

Tabla 46. Datos de pH originales para las figuras 30 a 32 de los resultados de valoracion de
Acido Clorhidrico con Hidréxido de Sodio a distintas concentraciones, para el extracto

senalado. o

Col Morada
4°C 20 °C 40 °C
Volumen 0.05 N 01N LON 0.05 N 0rN LON 005N 01N LON
‘ml)
- 0 1425| 1167 0455| 1430| 1153| 0437 1420| 1.178| 0322
1 1422| 1142 0433] 1423] 1132| 0423] 1417 1157| 0323
2 1427| 1143 0432| 1428] 1133| 0403] 1422] 1.158] 0.322
3 1.433| 1145| 0435| 1433 1.138| 0397| 1430 1.160| 0317
4 1438| 1147| 0436| 1442] 1145| 0395| 1438 1162 0.323
5 1.473| 1183| 0428| 1473| 1178| 0399| 1470| 1.195| 0337
6 1.495| 1203] 0460| 1.497] 1.198] 0398 1493 1212 0342
7 1527 1233] 0455| 1528 1228| 0401| 1525| 1.243| 0365
8 1543 1262| 0462] 1548 1257| 0418] 1545 1268| 0373
9 1582 1293| 0503] 1587 1290| 0433] 1582 1302| 0387
10 1625| 1330 0525| 1630] 1325| 0458] 1627 1337 0.407
11 1665| 1365| 0543| 1670| 1360| 0478| 1667| 1.370| 0435
12 1717 1.403| 0572] 1725 1.402| 0503| 1.722| 1408| 0457
13 1783 1470 0603| 1792| 1463| 0542| 1788| 1473| 0493
14 1820 1525| 0642] 1830] 1518| 0573 1825 1527 0525
15 1883 1595| 0692 1897 1587 0623] 1890| 1595/ 0572
16 1958| 1683 0742] 1972] 1675 0683 1968| 1682| 0652
17 2092 1808 o0825] 2103] 1798 0.758| 2.103| 1805 0.710
18 2200] 1.948] 0.933] 2213] 1937| 0863 2217| 1942 0848
19 2392 2203] 1.093] 2402] 2188| 1042| 2415] 2197| 0998
20 2635| 2667| 1433| 2643 2642| 1347| 2660| 2643| 1.353
21 3.203| 4.130| 10.782| 3208| 4.092|] 5347] 3207| 4.110| 10843
22 4650] 10.917| 13.733| 4627| 12.472| 13530 4693| 10902| 13.462
23 11.067| 13.175| 13.995| 11.170| 13.242| 13.810| 11.083| 13.258| 13.667
24 12.742| 13.700| 14.158| 12790 13.727| 13.953| 12.697| 13.742| 13.768
25 13.433| 14.000| 14.235| 13.457| 14.015| 14.073| 13.403| 14.028| 13.890
26 13.700| 14.150| 14.305| 13.717| 14.162| 14.127| 13.682| 14.173| 13.960
27 13.733| 14.250] 14.342| 13.747| 14.258| 14.167| 13.722| 14268 14.020
28 13.967| 14.332| 14332 13.977| 14.337| 14200 13.957| 14348 14.063
29 14.075| 14.387| 14.357| 14.082| 14.392| 14.220| 14.065| 14.403| 14.087
30 14175| 14.482| 14468| 14.182| 14.485| 14.240| 14.168| 14.495| 14.123
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B Desarrollo de Indicadores Acido — Base en Medio Acuoso a Partir de Extractos Etandlicos de Origen Nawral

Tabla 47. Datos de pH originales para las figuras 34 a 36 de los resultados de valoracion de
Hidroxido de Sodio con Acido Clorhidrico a distintas concentraciones para el extracto

senalado.

Zarzamora i -
4°C 20 °C ) 40 °C
Volumen| 0.05N | 0.IN | 1.ON [0.05N | 0.IN | ILLON | 005N | 0.IN | LON
(mL)

0 14670| 15.706| 14.318| 14.717| 15706 15136| 14.681| 15060 15136
1 14665| 15.463| 14369| 14.712| 15463| 15173| 14676| 15077| 15173
2 14626| 15732 14409| 14668| 15732| 15214| 14637| 15.077| 15214
3 14.579| 15438| 14450| 14610| 15438| 15255| 14579| 15073 15255
4 14500 15.443| 14481| 14536| 15443| 15285| 14500| 15.070| 15285
5 14397 | 15.418| 14.521| 14438| 15418| 15326| 14.397| 15.041 15.326
6 14.273| 15.268| 14.542| 14.299| 15268| 15336| 14.247| 14.992| 15336
7 14084 | 15.197| 14572| 13.728| 15.197| 15367| 14.053| 14.968| 15367
8 13.988| 15.167| 14583| 14.019| 15167| 15400| 13.931 14.924| 15400
9 14288 | 14801| 14593| 14294 | 14.801 15.387| 14226| 14880| 15387
10 14.021| 15.003| 14593| 14.062| 15003| 15387| 13.912| 14.819| 15387
11 13.848| 15.475| 14.758| 13.905| 15475| 15387| 13677| 14.753| 15.387
12 13.577| 14959| 14830| 13.644| 14959| 15387| 13.215| 14660| 15.387
13 13.461 15.003| 14.836| 13.543| 15.003| 15.367| 12.195| 14546| 15367
14 12.831 14.681 14.541 12.966| 14.871 15.326| 11.052| 14400 15326
15 11587 | 14497| 14754 11.809| 14.497| 15265 7.117| 14.178| 15.265
16 7970 13.412| 14.405 7.877| 13.877| 14925 5803| 13.808| 14.913
17 5848| 12.357| 14.382 6.000| 12.357| 15117 3.970| 12678| 14.739
18 3.523 6.908| 13.717 3.581 6.922| 13.888 2.991 6.111| 13.888
19 2.816 3.646 2.104 2.728 3.683 1.853 2618 2.894 1.950
20 2.424 2.621 1.278 2.429 2.558 1.404 2.382 2.369 1.471
21 2.313 2.259 1.028 2.276 2.259 1.208 2.230 2123 1.195
22 2.159 2.134 0.911 2.180 2.134 1.074 2143 1.992 1.074
23 2.088 1.976 0.810 2.105 1.976 0.998 2.069 1.907 0.998 |
24 2.057 1.930 0.713 2.078 1.930 0937 2.047 1.865 0.937

l 25 1.975 1.905 0.646 2.059 1.905 0906 2028 1.814 0.906
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Tabla 48. Datos de pH originales para las figuras 37 a 39 de los resultados de valoracion de
Acido Clorhidrico con Hidroxido de Sodio a distintas concentraciones, para el extracto

senalado.
) Zarzamora
] 4°C 20 °C 40 °C _
Volumen | 0.05N | O0.IN LON | 0.05N | OIN LON | 0.05N | 0.IN LON
ml.

; O) 1.446 1.188 0463 1.446 1.188 0.446 1.456 1.196 0.331
1 1.446 1.163 0.441 1.446 1.163 0.429 1.456 1.170 0.335
2 1.446 1.164 0.440 1.446 1.164 0.409 1.456 1.172 0.331
3 1.456 1.166 0443 1.456 1.166 0.406 1.466 1.174 0.321
4 1.456 1.168 0.444 1.456 1.168 0.406 1.466 1.175 0.333
5 1.497 1.205 0436 1.497 1.205 0.406 1.507 1.213 0.342
6 1.517 1.225 0.468 1.517 1.225 0.407 1.527 1.233 0.353
4 1.548 1.256 0.463 1.548 1.256 0.407 1.558 1.264 0.369
8 1.568 1285 0.470 1.568 1.285 0.428 1.579 1.293 0.386
9 1.609 1.317 0.513 1.609 1.317 0.445 1.620 1.325 0.393
10 1.650 1.354 0.535 1.650 1.354 0.468 1.661 1.363 0413
11 1.690 1.390 0.553 1.690 1.390 0.489 1.702 1.399 0.441
12 1.731 1.429 0.582 1.731 1.429 0.511 1.743 1.438 0.465
13 1.792 1.497 0.614 1.792 1.497 0.550 1.804 1.507 0.499
14 1.853 1.553 0.653 1.853 1.553 0.582 1.866 1.563 0.533
15 1.914 1.624 0.704 1.914 1.624 0.633 1.927 1.635 0.577 |
16 1.996 1.714 0.755 1.996 1.714 0.694 2.009 1.725 0670
17 2.108 1.841 0.840 2.108 1.841 0.774 2122 1.853 0.749
18 2.230 1.984 0.950 2.203 1.984 0.874 2.245 1.989 0.869
19 2.427 2.243 1.113 2.413 2.335 1.072 2.433 2.313 1.069
20 2.701 2.715 1.459 2.675 2715 1.367 2.669 2.708 1.380
21 3.208 4205| 10.979 3.212 4128 5.477 3.286 4138 | 10393
22 4674 11.118| 13.985 4.718| 12.703| 14.008 4702 11.191| 13.851
23 11.169| 13.415| 14251 11.097| 13.117| 14068| 11.316| 13503| 13.814
24 12.984| 13.951| 14417 13.521| 14110| 14218| 12.873| 14.377 13.703 |
25 13631 14256| 14496| 13480| 14.256| 14.115| 13660| 13.908| 14217
26 13.720| 14.409| 14566| 13.931| 14409| 14.387| 13.875| 14503| 14299
27 14.094| 14511| 14604 | 14094| 14511| 14.428| 14.186| 14606| 14360
28 14223 | 14594 14594 | 14223| 14594 | 14466| 14316| 14690| 14408
29 14.333| 14.650| 14.620| 14.333| 14650| 14486| 14426| 14.746| 14.435
30 14434 | 14.746| 14732 | 14434| 14746| 14506| 14528| 14.843| 14.470
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