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Introduccion

El sector pecuario es uno de los mds significativos en nuestro pais, en cuanto a economia
(exportacidn - venta nacional) y consumo se refiere. El ganado bovino es uno de los mas
proliferos, pues su desarrollo se ha visto favorecido debido a las condiciones de la
geografia mexicana - clima, relieves, suelos -, y su crianza se realiza en un 65% del

territorio mexicano (Delgado de Cantu, 2003).

Segun resultados preliminares
de 2015 (Imagen 1) *Cifras en miles de toneladas.
proporcionados por el Consejo
Mexicano de la Carne (2016),
México estd considerado como
uno de los principales paises
productores de carne bovina a
nivel mundial, ocupando el
octavo lugar en dicha lista, al

haber producido alrededor de

1850 miles de toneladas del

Imagen 1. Principales paises productores de carne de

mencionado producto carnico.
p bovino 2015 (Consejo Mexicano de la Carne, 2016).

Sin embargo, el desarrollo del ganado bovino, suele verse amenazado por la infestacion de
garrapatas, ectoparasitos hematdfagos portadores de varias enfermedades que afectan al

ser humano, tales como la babesiosis! y la anaplasmosis? (Desquesnes, 1987).

1 Enfermedad potencialmente grave (mortal en ocasiones), causada por la infeccién con Babesia bigemina,
que parasita los eritrocitos, causando fiebre, escalofrios, mialgias, fatiga y anemia hemolitica (Chin, 2001).

2 La anaplasmosis humana es una enfermedad febril aguda, provocada por diferentes especies del género
Anaplasma (Anaplasmataceae). La anaplasmosis humana granulocitica, provocada por anaplasma
phagocytophilum, guarda paralelismo con la borreliosis de Lyme (Oteo & Brouqui, 2005).



En nuestro pais, las especies
que predominan son
aquellas que pertenecen a la
familia ixodidae?3, entre las
que destacan Rhipicephalus
(Boophilus)  microplus 'y
Rhipicephalus  annulatus.
Estos parasitos son

causantes de anemia en el

huésped, ocasionada por
» . una baja en el consumo de
Imagen 2. Infestacion masiva por garrapatas en el ganado

bovino (tomado de albertair.portalveterinaria.com). alimentos y la formacién de
abscesos cutaneos, ocasionando la disminucién en la producciéon de leche por dafios en las
ubres, asi como la inutilizacién de las pieles (Iturbe, 2014). En ocasiones, el deterioro
corporal, la pérdida de sangre y el estrés pueden provocar la muerte en el animal y, a gran

escala, el problema representa pérdidas econémicas severas (Garcia, 2010).

Cuando un bovino presenta un grado elevado de infestacion las garrapatas pueden
encontrarse en todo el cuerpo (Imagen 2), en casos moderados y ligeros, se encuentra
focalizada en cuello, orejas, pecho, base de la cola, abdomen, entrepierna, base de la ubre

y testiculos (Garcia, 2010).

El principal control quimico utilizado para la erradicacion de la garrapata, consiste en la
aplicacion de ixodicidas#; sin embargo, se ha registrado la aparicién de fracciones de
garrapatas resistentes a estos productos (Alonso, Rodriguez, Fragoso, & R., 2006). En

México, se ha documentado resistencia de R. microplus hacia ixodicidas organoclorados y

3 Las garrapatas de interés veterinario se dividen en dos familias: Argasidae (garrapatas blandas) e Ixodidae
(garrapatas duras), esto en funcion de las diferencias en el exoesqueleto (Cruz, 2016).

4 Los ixodicidas son productos quimicos que pertenecen al grupo de los plaguicidas (NOM-006-Z00-1993),
utilizados en la erradicacion de garrapatas duras, tales como Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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organofosforados, desde 1981 y a piretroides, desde 1993. Recientemente, se han
utilizado algunos carbamatos que comparten el mismo mecanismo de accién con los
compuestos organofosforados (inhibicién de AChE?>), presentando resistencia cruzada
(Iturbe, 2014). Este hecho es alarmante, debido a que la disponibilidad de antiparasitarios
efectivos es cada vez mas escasa, por lo que resulta de gran importancia la sintesis de
nuevos ixodicidas con una efectividad alta, asi como una toxicidad baja para garantizar el

bienestar del ganado y de los consumidores.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal, perteneciente a la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, ha sido sintetizada la serie de compuestos derivados del acido
carbamico, denominada como LQM 900, de la cual, algunos de ellos han mostrado

actividad ixodicida (Iturbe, 2014).

La caracterizacion fisicoquimica de dichos compuestos contribuirda de manera
fundamental en diversas actividades, tales como: la prediccién de su comportamiento
quimico en diversos sistemas, la elucidaciéon de nuevas rutas de sintesis de los mismos
compuestos, asi como de sus derivados y, en trabajos futuros, coadyuvar en el desarrollo

de una forma farmacéutica viable para su aplicacidn.

5 Acetilcolinesterasa.
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A partir del trabajo realizado por el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, en colaboraciéon con otras areas, ha sido evaluada la
actividad ixodicida de los compuestos (4-bromofenil)carbamato de etilo y (4-
clorofenil)carbamato de etilo, identificados por las claves LQM 919 y LQM 996,
respectivamente, mostrando una efectividad de 98-99% in vivo en el control de R.
microplus (Iturbe, 2014); ademas, se demostro in vitro que los carbamatos de la serie LQM
no deben su actividad ixodicida a la inhibicién de la AChE, hecho de gran importancia,
considerando la resistencia cruzada que presentan los compuestos utilizados a nivel
comercial y que refieren su actividad ixodicida a la inhibicién de dicha enzima. De manera
adicional, ambos compuestos reportan una baja toxicidad (Prado, y otros, 2014), lo cual

hace alin mas viable su utilizacion a nivel farmacolégico.

Pese a la gran importancia de los compuestos antes citados, poco se conoce respecto a su
comportamiento fisicoquimico, es por ello que el presente trabajo tiene como finalidad el
coadyuvar en la caracterizacion fisicoquimica del compuesto (4-clorofenil)carbamato de

etilo, mediante la utilizacién de la espectrofotometria UV-VIS.

De manera general, se pretende:

e Estudiar la estabilidad quimica del compuesto en disolucién acuosa, a partir del
andlisis de su comportamiento espectral respecto al tiempo, asi como en funcion

del pH de disolucion.

e Realizar la especiacion quimica del mismo en funcién del pH a partir de un
seguimiento espectrofotométrico exhaustivo, con ayuda de los programas
computacionales TRIANG y SQUAD y, de esta forma, determinar la(s) constante(s)

de acidez del compuesto de estudio.
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e Proponer el o los equilibrios acido-base que tienen lugar en el intervalo de pH de

estudio, con la asignacidn de los valores de pKa correspondientes.

e Elaborar un Diagrama de distribucién de especies a partir de los valores de pKa
asignados para determinar las especies predominantes en disolucién a lo largo de

la escala de pH.

Al conocer la estabilidad del compuesto, asi como del valor de las constantes de acidez, se
provee de fundamentos fisicoquimicos utiles en el desarrollo de trabajos de investigacion

futuros, encaminados a diversos propositos, tales como:

e Elucidacién de probables rutas de sintesis de compuestos derivados del (4-
clorofenil)carbamato de etilo, debido a la necesidad de contar con una diversa
gama de sustancias con actividad ixodicida, dada la resistencia que el ectoparasito

ha desarrollado hacia los productos de uso comercial.

e Desarrollo de la formulacién farmacéutica mas adecuada del compuesto de estudio

y que, a mediano plazo, sea aprobada para su uso a nivel clinico.

Es de suma importante destacar la implementaciéon actual de programas
computacionales en el terreno cientifico. En el caso particular de SQUAD, no solo
implica la facilitacion de calculos o la considerable disminuciéon de tiempo
experimental, sino también brinda la posibilidad de analizar el sistema tomando en
cuenta diversos modelos quimicos de equilibrio y, de esta forma, elegir el que mejor

describa el sistema de estudio.

Por otro lado, SQUAD proporciona un tratamiento estadistico muy completo, ademas
de proveer resultados mas precisos respecto a los obtenidos con métodos

convencionales.



Objetivo General

Determinar experimentalmente el valor de la(s) constante(s) de acidez del
compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo en medio acuoso a 25°C, empleando la técnica
espectrofotométrica UV-Vis y con la ayuda del programa computacional SQUAD, para

contribuir a la caracterizacion fisicoquimica de dicho compuesto.

Objetivos Especificos

e Estudiar la estabilidad del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo en

disolucion en funciéon del tiempo, en medio acido, neutro y basico.

e Proponer el nimero de especies probables que absorben energia electromagnética
UV-Vis de forma diferente en el sistema a lo largo de la especiaciéon quimica del

compuesto de interés, utilizando el programa computacional TRIANG.
e Llevar a cabo la determinacion del valor de la(s) constante(s) de acidez para el

compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo, utilizando el programa computacional
SQUAD.
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Carbamatos

Los carbamatos son compuestos derivados del acido carbamico, también conocido como
acido carbaminico que, al ser monoamida del acido carbonico, presenta tautomeria en su
estructura, tal como se muestra en la Imagen 3, por lo que también puede presentarse en

su forma amidica, el acido imidocarbdnico (Klages, 2005).

H
@ .o
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H \ o oI / H —_— H
N e \ / ala
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Acido carbamico Acido imidocarboénico

Imagen 3. Formas tautémeras del acido carbamico, precursor de los carbamatos (Klages, 2005).

El 4cido carbamico no es conocido en su estado libre pues, al intentar su aislamiento, éste
se descompone en amoniaco y dioxido de carbono. Por el contrario, los carbamatos
(llamados comunmente uretanos) son termodinamicamente estables (Beyer & Walter,

1987).

1@
EnlaImagen 4, se presenta la formula estructural general
de dichos compuestos, donde los sustituyentes R1 y Rz R1\-- -°/R3
pueden ser desde un grupo alquilo o hidrégeno, hasta un h O

grupo organico de mayor complejidad estructural; sin

embargo, Rs#H (Baird, 2001). ;‘:;eg:; + Formula estructural

(Baird, 2001).




Dada su naturaleza amidica, los carbamatos presentan dos formas tautémeras (Imagen 5);
una de ellas, un éster neutro que recuerda al acido carbamico monobasico y un hemiéster,

analogo al acido imidocarbonico. (Klages, 2005).

Ry
\N

@ H
1 ¥
R1\N 6/R2 —_—
| - = /Rz
H

Imagen 5. Formas tautémeras generales de un carbamato.
a) Usos de los carbamatos.
La sintesis de nuevos carbamatos ha presentado un auge considerable en las ultimas

cuatro décadas, debido a la creciente aplicabilidad de dichos compuestos a nivel industrial,

asi como medicinal.

A nivel industrial, son utilizados como aditivos para combustibles, plastificantes,
acondicionadores para cabello y como agentes antiarrugas a nivel textil (Sandler & Karo,

1986).

El empleo de algunos carbamatos como pesticidas en la agricultura y jardineria es alto, por
ser considerados de menor toxicidad que los compuestos organofosforados usados para

dicho fin. Entre los cominmente utilizados, se encuentra el aldicarb y carbaryl, mostrados

@
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en la Imagen 6 (Gupta, 2006).

Aldicarb

Imagen 6. Pesticidas de uso comercial.




En el ambito farmacéutico, los carbamatos también juegan un papel importante como
tranquilizantes (meprobamato), asi como en medicamentos coadyuvantes en el
tratamiento de diversas enfermedades, tales como Alzheimer, Parkinson (rivastigmina) y
glaucoma (fisostigmina o eserina), entre otras [Guitart (2014); Gupta (2006); Sandler &

Karo (1986)]. Estos compuestos son mostrados en la Imagen 7.

N : Fisostigmina N Meprobamato

-
E
Rivastigmina H

Imagen 7. Algunos carbamatos de uso farmacéutico.

En veterinaria son utilizados en el control y erradicacién de la ectoparasitosis (carbaryl,
propoxur), siendo administrados de forma tdpica, debido a su baja absorcién a través de
la piel del animal hospedero, ademas de ser metabolizados rapidamente y eliminados via
orina (Botana, Landoni, & Martin, 2002). De esta forma, la mayor parte del plaguicida acttia

sobre el animal huésped sin afectar al ganado.

Los compuestos que han sido mencionados previamente, actian como inhibidores

reversibles de la acetilcolinesterasa (AChE), hecho que les confiere sus propiedades.




b) Carbamatos de la serie LQM 900 (Laboratorio de Quimica Medicinal, LQM).

En términos generales, el Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, se dedica al disefio computacional de compuestos
con potencial actividad farmacoldgica, asi como a la sintesis y caracterizacion de los
mismos. Gracias a diversas colaboraciones interdisciplinarias, es posible la determinacion
de su actividad y efectividad biolodgica, toxicidad, etc. Hoy dia, se cuenta con diversas series
de compuestos que destacan por su actividad biolégica; tal es el caso de la serie LQM300,
compuestos derivados del fenol con actividad antiarritmica/antihipertensiva (Pérez,
2010), la serie LQM 700, derivados del acido cafeico, con propiedades antimicrobianas y
anticancerigenas (Ruiz, 2012) y la serie LQM 900, derivados del acido carbamico, con
actividad ixodicida (Iturbe, 2014), antibiética (Bernal, 2000; Reyes, 2007), antiparasitaria
(Bernabé, 2007) y antimicoticas (Reyes, 2007).

De forma particular, los compuestos (4-bromofenil)carbamato de etilo (LQM 919) y (4-
clorofenil)carbamato de etilo (LQM 996) fueron objeto de estudio para determinar la
supervivencia, oviposicién y la viabilidad de una cepa de garrapatas R. microplus
resistentes a ixodicidas, en sus diferentes estadios de desarrollo: larvas, ninfas y adultas
(Iturbe, 2014). La eficacia ixodicida total in vivo calculada para estos compuestos, se
encuentra por arriba del 98%; sin embargo, se requiere llevar a cabo estudios
complementarios para ser considerados como sustancias activas viables en la formulacion
farmacéutica respectiva, encaminada al control de garrapatas. Por otro lado, ambos
compuestos presentan una baja toxicidad oral® (DLso 300-2000 mg/kg), asi como una baja
toxicidad dérmica (DLso > 5000 mg/kg), de acuerdo con el Globally Harmonized System
(GHS) of Classification and Labeling of Chemical Substances (Prado, y otros, 2014).

6 Las siglas DLso, hacen referencia a la dosis letal (oral o topica), dosis de una sustancia que pudiera causar
la muerte de la mitad de un grupo de ratas albinas en determinado tiempo, expresada en términos de masa
de la sustancia suministrada por peso del animal sometido al ensayo (mg/kg) (Naciones Unidas, 2007).




Lo mencionado anteriormente, posiciona a ambos compuestos como potenciales
candidatos para su uso como agentes ixodicidas. Sin embargo, al tratarse de compuestos
de nueva sintesis, se conoce poco de los mismos en cuanto a sus propiedades quimicas se
refiere. Es por ello que el presente trabajo tiene por objetivo el contribuir a la

caracterizacidn fisicoquimica del (4-clorofenil)carbamato de etilo.

c) Generalidades del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo (LQM 996).

En su estado puro, el compuesto de
estudio (4-clorofenil)carbamato de etilo
(LQM 996), consta de cristales en forma
de aguja de color blanco, tal como se

aprecia en la Imagen 8.

Su masa molecular es de 199.63 g/mol y

tiene un punto de fusién de 67.68°C.

Imagen 8. Apariencia del compuesto (4-
clorofenil)carbamato de etilo (LQM 996).

cl Es soluble en diversos disolventes organicos,
/'U'\ tales como acetona, etanol, acetato de etilo y
DMSO7; sin embargo, éste es insoluble en agua.

& N -
| - Su estructura quimica (Imagen 9) fue

H elucidada mediante técnicas espectroscopicas

Imagen 9. Estructura quimica del LQM 996. en trabajos anteriores (Mufioz, 2012).

Como se observa, el compuesto presenta centros ionizables en la parte carbamica de la
estructura, cercanos al fenilo -que tambien actiia como grupo croméforo, por lo que el

espectro de absorcion de su forma ionizada y neutra son diferenciables entre si; por tal

7 Dimetilsulféxido.




razon, la espectrofotometria UV-Vis es un método adecuado para el estudio acido-base del
LQM 996. Cabe mencionar, que este método es ideal cuando la solubilidad de la sustancia
en agua es muy baja o cuando los valores esperados de pKa se encuentran fuera del rango

2 < pK, < 11 (Ogretir, Demirayak, & Duran, 2010).

Espectrofotometria UV-VIS

La espectroscopia molecular basada en la radiaciéon ultravioleta (UV), visible (VIS) e
infrarroja (IR) se emplea en la identificaciéon y determinacién de muchas especies

organicas e inorganicas.

En el caso particular de la espectrofotometria UV-VIS, es usada principalmente en el
andlisis cuantitativo, siendo una de las técnicas analiticas mas utilizadas en el quehacer
quimico. Mediante ésta, existe la posibilidad de realizar estudios cualitativos -de caracter
estructural y/o cuantitativos concentracion, fraccibn molar de la(s) especie(s)

absorbente(s) presente en un sistema determinado.

La region UV-VIS esta comprendida en el intervalo 200 nm < 4 < 800 nm del espectro
electromagneético. En la Imagen 10 se muestra la representacion de un fragmento del

espectro electromagnético, que comprende la region UV-VIS.
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Imagen 10. Espectro de absorciéon UV-VIS, correspondiente al intervalo de 200nm<A<800nm.




a) Fundamentos.

Esta técnica analitica, se basa en hacer incidir una cantidad conocida de energia
electromagnética al sistema de estudio y cuantificar la energia absorbida por dicho
sistema; con base en dicha medicidn, la energia absorbida por el sistema, corresponde a la
energia necesaria para que las moléculas presentes sufran una transicidn electronica,
pasando de su estado basal a uno excitado y su magnitud dependera del tipo de transicion
-0 transiciones- electrénica ocurrida, pues cada molécula tiene numerosos niveles de

energia, por lo que cada especie quimica abarca una banda de absorcién caracteristica.

Desde el punto de vista energético, es conveniente considerar que la radiacién
electromagnética esta constituida por particulas llamadas fotones. Cada una de ellas, tiene

una energia E, la cual queda descrita por la relacion:
E=hv

Donde h es la constante de Planck. De esta forma, es posible expresar la energia como:

Asi, puede asumirse que la energia necesaria para efectuar la transicidn electrénica en una
especie absorbente es inversamente proporcional a la longitud de onda en que se registra

el fendmeno de absorcion.

La jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra dicha proporcionalidad,
donde A representa los cambios rotacionales (IR lejano); B, los cambios rotacionales y
vibracionales (IR cercano); C, transiciones rotacionales, vibracionales y electrénicas (UV-

VIS). E es el estado electrénico basal y E es el primer estado electrénico excitado
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Imagen 11. Diagrama de los cambios de energia relacionados con la absorcién de radiacion
electromagnética. (Christian, 2009).

b) Ley de Lambert-Beer.

La ley de absorcidn, mejor conocida como ley de Lambert-Beer, indica cuantitativamente
la forma en que el grado de atenuacion de un haz de luz incidente de potencia radiante Po
depende de la concentraciéon de las moléculas absorbentes (c) y de la longitud del trayecto
en el que ocurre la absorcién (I), correspondiente a la longitud de celda que contiene la
muestra (Skoog, West, Holler, & Crouch, 2010); de esta forma, la radiacién que no es
absorbida por la muestra, es conocida como la radiacién emergente, de potencial radiante
P, que es medida por el detector espectrofotométrico. La relacién entre Po y P, es llamada

transmitancia.




Muestra

—

Imagen 12. Representaciéon del
paso de radiacion a través de una
celda espectrofotométrica.

La imagen 12, describe graficamente el paso de radiaciéon
electromagnética a través de una muestra, déonde el valor
de P disminuye en su recorrido a través de la celda
(Christian, 2009); dicha disminuci6n esta relacionada con

la concentracion en la disolucién, de tal forma que:

P
T=—=10""=107"¢
Po

Tras combinar las constantes ky k' se obtiene la
constante £ (coeficiente de absortividad molar). Asi, se

obtiene que:

logT = —&lc

Tras un reacomodo en la expresion, se tiene que:

logT = 1 1—1 P"—el
ogT = log = =log = €lc

Asi, se define el cologaritmo de la transmitancia como la absorbancia (A4), llegando de ese

modo a la expresion simplificada de la ley de absorcién:

A= E&Elc

Como puede observarse, la absorbancia (A) es directamente proporcional a la

concentracion de la sustancia absorbente al mantener la longitud del paso 6ptico con un

valor constante (I), donde el valor de € es particular para cada compuesto. Esta relacion

lineal es mayormente utilizada, dada su simplicidad.




Lamediciéon de T (al igual que A) tiene una
incertidumbre asociada directamente al
instrumento de medicién. Sin embargo, la
incertidumbre de la concentracién no es
constante, dada su relaciéon exponencial
con la transmitancia, de tal manera que, a
concentraciones muy altas, el error en la
medicion serd considerablemente mayor
en comparacioéon con las esperadas para
concentraciones mas bajas, tal como se

muestra en la Imagen 13 (Baeza, 2006)

T =10

T, 2 AT

<> C
C,£AC,

Ci£AC,

Imagen 13. Relacion exponencial entre la

transmitancia y la concentracién, asi como la
incertidumbre asociada a cada una de ellas.
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Grafico 1. Relacion cologaritmica entre

absorbancia y la transmitancia.

la

Otra manera de comprender lo
anteriormente descrito es graficando los
valores de absorbancia contra los de
transmitancia (Grafico 1). Como puede
observarse, a valores A > 2, T tiende a
cero, haciendo poco diferenciable dicho
valor a concentraciones cada vez
mayores, viéendose reflejado en un sesgo
mayor en la relacion lineal entre A y

concentracion.

Por otro lado, debe considerarse que la ley de Beer describe el comportamiento de

absorcion en disoluciones diluidas, pues se trata de una ley limite: a concentraciones

mayores de 0.01 M, la interaccion electrostatica entre las particulas que conforman a la

especie absorbente aumenta, causando desviaciones a dicha ley.
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Sin embargo, es importante considerar que la concentracién del sistema también estara
determinada en funcién a la magnitud del coeficiente de absortividad molar: a valores
bajos de &, la concentracion debera ser mayor que la utilizada para sustancias con valores

altos del mismo.

c) Ley de aditividad de absorbancias.

Esta ley establece que, en un sistema compuesto por mas de dos sustancias absorbentes,
todas ellas contribuiran en la absorbancia total de dicho sistema, siempre y cuando dichas
sustancias no reaccionen entre si (Skoog y otros, 2010). De este modo, la absorbancia total
(Ar) registrada en una longitud de onda especifica, serd expresada como la suma de las

absorbancias de todas las especies absorbentes, de tal manera que:

n
AT =zAf=A1 +A2+ +An 0 AT=b(£1C1+£2C2+"‘+£nCn)
i=1
Donde los subindices hacen referencia a los componentes absorbentes 1, 2, .., n. La

contribucién de cada especie estara determinada por su concentracién en el sistema. En

la Imagen 14, se ejemplifica graficamente lo antes descrito.

o G,
Fuente ‘ - —h Detector
A, A,
b )

A‘lr =A '|+A2

C+C,

Fuente ‘ ﬂ — Detector
Ar
b

Imagen 14. Ley de aditividad de absorbancias (Sierra, Pérez, G6mez, & Morante, 2010).
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Equilibrio Quimico

Todas las reacciones quimicas transcurren progresivamente hasta llegar a un punto en
que la cantidad de reactivos y productos es constante. Este punto es llamado estado de
equilibrio o equilibrio quimico y éste es alcanzado, independientemente del camino por el

cual se alcance dicho equilibrio (Skoogy otros, 2010).

Cuando un sistema llega al equilibrio no se aparta de esa condicién de manera espontanea,
a menos de que exista una perturbacién en cualquiera de los factores que condicionan la
situacién de equilibrio; sin embargo, la reacciéon quimica se desplazara en la direcciéon que
contrarreste el efecto de dicha perturbacidén, tendiendo al equilibrio nuevamente. Este
fenémeno es conocido como el Principio de Le Chételier (Harris, 1992). Los factores que

influyen en el equilibrio, pueden o no modificar el valor de la constante de equilibrio.

En los casos en los cuales hay un cambio de concentracién, ya sea en reactantes o
productos (por ejemplo, el efecto de ion comun), el valor de la constante de equilibrio no
cambia; sin embargo, el equilibrio se desplazara en el sentido aquel que atente el cambio

en dichas concentraciones.

La presion, la temperatura y la fuerza i6nica son factores determinantes para el valor de
la constante de equilibrio. Al cambiar dichos parametros, el equilibrio también se
desplazard en el sentido que compense el cambio en las condiciones de equilibrio iniciales,
aunque dicha compensacién no es suficiente para evitar el cambio del valor de la constante

de equilibrio.

En el caso especifico de las disoluciones, los cambios en la presién no ejercen un efecto
dramatico bajo condiciones normales. En cuanto a la temperatura, se tiene una implicacion
mas evidente: si la reaccion es endotérmica, un aumento de temperatura favorecera la
reaccion, desplazando el equilibrio de izquierda a derecha, por lo que el valor de la

constante de equilibrio aumenta; sin embargo, en una reaccién exotérmica, se observa un
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efecto contrario, el desplazamiento del equilibrio es de derecha a izquierda
(disminuyendo el valor de la constante de equilibrio). Otro aspecto a considerar, es el
efecto interidnico (repulsion y/o atraccion) existente entre las particulas en disolucion,
denominado como fuerza i6nica, que depende de la concentracion y de la magnitud de las
cargas de cada uno de los iones participantes, modificando el valor de la actividad de cada
una de las especies. El efecto de la fuerza idnica es pequefio cuando se trabaja con bajas

concentraciones (Burriel, Lucena, Arribas, & Hernandez, 2008).

a) La constante de equilibrio.

La constante de equilibrio es la expresion algebraica que describe la relaciéon entre la
cantidad de reactivos y productos cuando dicha reaccién se encuentra en equilibrio, hecho
que convierte a ésta en un pardmetro estadistico de gran importancia (Skoog y otros,

2010).

cC + dD se encuentra en estado de

Supoéngase la reaccion hipotética aA + bB
equilibrio. En ese momento, la velocidad de formacién -conversién de reactivos a
productos- es igual a la velocidad de descomposicion -conversion de productos a
reactivos-, connotadas como K; y K;, respectivamente (Cafiizares & Duarte, 2012). De
acuerdo a la Ley de Accién de Masas y tras considerar el efecto de la fuerza idnica en el

sistema, se tiene que:

K;[A1°va[B1’ Y = KalCI°VE[D1 YY) 8
Sin embargo, tras suponer que en el sistema hipotético se tienen concentraciones muy
bajas de todos los componentes, los coeficientes de actividad tienden a uno (y — 1), porlo

que pueden obviarse en la expresion algebraica.

8 Donde [A4], [B], [C], [D] representan la concentracién de cada una de las especies que intervienen en la
reacciéon; a, b, ¢, d son los coeficientes estequiométricos de las especies quimicas A, B, C y D,
respectivamente; ¥4, ¥g, Y ¥p Son los valores de los coeficientes de actividad de cada una de las especies
en disolucion.
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De esta forma, se llega a la expresion:

_K;_ [c[p)

Kea =%, = Tao1B

Por ultimo, se toma en consideracién que la deduccién termodinamica de la constante de
equilibrio expresa cada cantidad como el cociente de la concentraciéon de cada especie
entre la concentracion en condiciones estandar?, por lo que la expresiéon de la constante

de equilibrio es adimensional (Harris, 1992).

b) Constante de acidez.

La constante de acidez (K,) es la constante de equilibrio de la reaccién de disociacién de

un acido cualquiera en agua. Partiendo de la ecuacién general:

HA + H,0 === H;0" + A~

Acido Base conjugada

Donde la constante de equilibrio de la reaccionl?, es:

[H307][A7]

0" [HA][H,0]
Debido a que la concentracion del agua permanece constante en el sistema, la constante

puede expresarse de la siguiente forma:

[H307][A7]

KazKeq[HZO] = [HA]

9 . .z .z . mol .
En el caso de compuestos en disolucidn, la concentracién es manejada en - = M, para gases se manejan

presiones parciales (atm). En el caso de sé6lidos, sera dividido sobre su peso, por lo que es igual a 1 y suele
omitirse en la expresidn de la constante (Harris, 1992).

. x1\* - . .
10 Tras considerar que Ay = (X[—]) yX, donde A es actividad y X4 es la concentracién de X en el sistema
std

en condiciones estandar (Harris, 1992).
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Mediante el valor de la constante de acidez, es posible conocer hacia donde esta
desplazado el equilibrio y, de esta forma, puede saberse qué tanto se disocia en agua el
acido en cuestion. Asi, cuando K, > 1, el equilibrio estara desplazado a los productos,
hablando de que la reaccién de disociacion es cuantitativa, tratdndose de un acido fuerte;
cuando K, < 1, se trata de una reacciéon poco cuantitativa, donde el equilibrio esta
desplazado hacia reactivos, por lo que se trata de un acido débil (Canizares & Duarte,

2012).

c) Relacion entre K,, pK, y logp.

Un sistema acido-base, puede describirse como la disociacién de un acido -asociado a una
constante de acidez- o como la hidrolisis de la base conjugada, asociada a una constante
de basicidad, pues HA + H,0 ======H3;0"+ A~ y A~ + H,0=—==HA + OH". Asi,
las constantes de dichos equilibrios serian las siguientes:

[H307][A7] [HA][OH™]

K, =23~ 17 2 K, =

De tal forma que el valor de pKy, se encuentra dado porla contribucién de ambas especies:

K. K. = [H;071[A7] [HA][OH™] B [H;0*][0H]
@7b T [HA] " [AT][H,0] T [H,0]

Ky = K,.K,[H,0] = [H;0"][0OH"] = 10714

= pKy =pK,+pK, =14

Para establecer la relacion entre K, y log 5, es preciso pensar en una especie protonada
que, al aumentar el pH, se disocia de manera progresiva; para cada equilibrio de

disociacion, se tendria asociada una constante de acidez sucesiva K.
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Por ejemplo, para una especie triprotonada, se tendrian los siguientes equilibrios parciales

de disociacion:

_ [H,AT][HT]
H3A %HzA +H+ Ka,l:T
_ _ [HA*"][H]
H,A HA* + H* Ka, = oA
[A37][H*]
HA?>  =—=A3"+ H* Ka,; =
+ as A

Por otro lado, los equilibrios globales de protonacién para el mismo ejemplo, son los
siguientes:

[HA]
b= T

A3~ + Ht =—=HA?*"

[H,A™]
A3+ 2H* H,A~ =
* 2 VS TR
HsA
A3~ +3H* H,A [HsA]

b T

Dado que hablamos de equilibrios, las constantes correspondientes a los equilibrios

parciales de disociaciéon también pueden ser expresadas como constantes de formacion

sucesivas (Skoogy otros, 2010), tal que Ky = Ki

Entonces, al considerar una especie que puede protonarse n veces, se obtienen las
siguientes expresiones matematicas, que relacionan directamente las constantes de

disociacion con las constantes globales de formacidn respectivas:
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1
ﬁ = Kfi = —
1 f1 Kal

1
B, = KfleZ =B (_K )
a2

1
Bn = Kr1Kpa . Kpn = Bn-1 (K_)
n

Por ultimo, al despejar y aplicar la funcién log en ambos lados de las ecuaciones, se tiene

que:
log f1 = pKa1
B-
log— = pK
gﬁl p a2
Bn
lo = pK
gﬁn_l p an

Especiacion quimica.

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), define la especiacion quimica
como una actividad analitica de identificacion y/o determinacién de la cantidad de uno o
mas especies quimicas contenidas en una muestra o sistema; las especies quimicas tienen
una conformacién o caracteristica especifica, un elemento diferenciable, etc., tales como
su composicién isotopica, estado electrénico o de oxidacién, complejos o estructura
molecular. En el caso especifico de un elemento quimico, implica determinar la
distribucién del mismo en todas las especies definidas en el sistema de estudio (Adamu,

Luter, Musa, & Adamu, 2013).
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Recursos computacionales auxiliares en la especiacion quimica.

En la década de los setentas, surge el interés por desarrollar diversas herramientas
computacionales que sirvieran como auxiliares en el refinamiento de constantes de
equilibrio en sistemas multirreaccionantes y multicomponentes (Morales, 1993). El
desarrollo de éstas, obedece directamente a la necesidad de estudiar sistemas cada vez

mas complejos (Sabatini & Vacca, 1992).

Actualmente, existen varios recursos computacionales creados para la determinacion de
constantes de equilibrio, mismos que pueden clasificarse en dos grupos, tal como se

muestra a continuacidn (Sierra A., 2002):

e Aquellos que realizan el calculo de constantes de equilibrio probable para la
estructura del compuesto problema, a partir de una base de datos experimentales

compilados.

e Métodos computacionales que, mediante la utilizacién de complejos algoritmos
matematicos, refinan el valor de constantes de equilibrio para un modelo quimico
propuesto, diferencidndose entre si en cuanto al tipo de sefial analitica y al

algoritmo de calculo que utilizan.

a) Calculos a partir de bases de datos: ACD/pKa DB (ACD/Labs).

Esta herramienta computacional semiempirica es provista para su uso en linea por

ACD/Labs® I-Lab 2.0 (version: v12.1.0.50374), asi como en la versiéon comercial completa.

En general, el proceso de calculo se realiza en corto tiempo. Su algoritmo se fundamenta
en correlacionar el compuesto de interés con diversos segmentos estructurales de

caracter acido-base, que obtiene de su base de datos, implementando un factor de
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correccién, mismo que depende de los grupos funcionales vecinos del centro ionizable.

Este proceso lo realiza suponiendo una temperatura de 25°C y fuerza idnica igual a cero.

La exactitud promedio que brinda el programa es del orden de +0.50 unidades, aunque
puede variar, dependiendo de la complejidad de la estructura sujeta a calculos. Dispone
de una base de datos constituida por 8000 estructuras y de 23000 valores de pKa

experimentales (ACD/Labs, 2007-2008).

Entre otros recursos en linea, se encuentra el desarrollado por ChemAxon®, que se basa
en un algoritmo similar al previamente descrito; sin embargo, éste ultimo no reporta
intervalos de confianza para sus predicciones tedricas. Adicionalmente, propone

diagramas de distribucién de especies basados en las constantes calculadas.

b) Refinamiento de constantes a partir de resultados experimentales.

Actualmente, se cuenta con un gran numero de programas encaminados al refinamiento
de constantes de equilibrio, como resultado de diversas consideraciones matematicas
realizadas. La utilizacién de dichos recursos computacionales depende no solo del
algoritmo de calculo empleado, sino también de la técnica instrumental usada para la
obtencidn de la informacion experimental -potenciometria, resonancia magnética nuclear,

espectrofotometria- (Sierra A., 2002).

Adicionalmente, algunos programas ofrecen informacion estadistica de los resultados
obtenidos, lo cual representa una ventaja para su posterior andlisis, ademas de la

posibilidad de determinar la calidad de dichos resultados (Leggett & McBryde, 1975).

Enla Tabla 1, se muestra un listado de los programas mas utilizados en el refinamiento de

constantes de equilibrio, a partir de datos espectrofotométricos y/o potenciomeétricos.
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Tabla 1. Programas computacionales cominmente utilizados para el refinamiento de
constantes de equilibrio, a partir de datos espectrofotométricos (Sierra A., 2002).

Espectrofotometria SQUAD Absorbancias
Potenciometria y Absorbancias
Espectrofotometria HYPERQUAD F.E.M.

Los programas, antes citados, estan basados en el método de minimos cuadrados, el cual

se describird brevemente de manera introductoria:

Para cada valor experimental provisto al programa, éste calcula un valor tedrico a partir
del modelo quimico considerado y en funcién de la variable independiente, ademas de un
conjunto de parametros introducidos por el programa utilizado para la minimizacién de
la sumatoria de minimos cuadrados (U). La expresién matematica de U, es conocida como
funcién objetivo. Debido a que, en los sistemas de equilibrio los modelos son no lineales,
debe utilizarse un algoritmo matematico para obtener aproximaciones adecuadas, hasta
encontrar una expresion matematica que emule los resultados experimentales,
sirviéndose de ciclos iterativos para su comparacion (Sabatini & Vacca, 1992). Los
programas referidos en la Tabla 1, estan basados en el algoritmo de Newton-Raphson, a

partir del cual, llegan a la ecuaciéon normal del método Gauss-Newton.

SQUAD.

El programa computacional SQUAD (Stability Quotients from Absorbance Data) fue
desarrollado y probado por D. ]. Leggett y A. E. McBryde para hacer posible la evaluacién
de los mejores valores de constantes de estabilidad (refinamiento), a partir de valores de
absorbancia (obtenidas a diferentes longitudes de onda), ademas de un modelo quimico

propuesto, que puede ser o no dependiente del pH (Leggett & McBryde, 1975).
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Este programa, escrito en lenguaje FORTRAN, puede ser utilizado en la determinacién de
constantes de acidez, constantes de hidrélisis de metal-ion, asi como para el estudio de

equilibrios multicomponentes, en sistemas acuosos o no acuosos.

SQUAD refina los valores de las constantes de formacion globales mediante la
minimizacion de la sumatoria de los minimos cuadrados de absorbancia (U), empleando

el algoritmo de Gauss-Newton (Gomez, 2006).

)

q
=1

m
Z(Ai;exl’ _ Aﬁ calc)2
A

Donde Ai *P son las absorbancias experimentales, A7 “¥¢ las calculadas (ambas para la k-
ésima disolucién y m longitudes de onda), para las q especies presentes en la disolucién

(Rodriguez, Reyes, Moya, Rojas, & Gomez, 2016).

El calculo de las absorbancias es realizado a partir de la resoluciéon de la ecuaciéon de
Lambert-Beer, proponiendo los coeficientes de absortividad molar de cada especie para,
de esta forma, determinar la concentracion tedrica de cada una de ellas. La convergencia
se da si la diferencia en la minimizacion de un ciclo iterativo a otro difiere 0.001 unidades

como maximo (Gémez, 2006).

Para determinar si el modelo quimico propuesto reproduce de manera adecuada la
informacién experimental, SQUAD usa los siguientes parametros estadisticos: desviacion
estandar de los datos de absorbancia (0,4¢,5), desviacion estandar de las constantes de
equilibrio (0cons), la desviacion estandar de cada uno de los espectros (o, ) y la
desviacion estandar de los coeficientes de absortividad molar calculados (0ceer ). El
analisis estadistico depende enormemente de la exactitud del equipo utilizado, la cantidad

de datos alimentados y de la complejidad del sistema (Rodriguez y otros, 2016).
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TRIANG.

Es un programa computacional escrito en lenguaje FORTRAN, que estima el ndmero de
especies que absorben radiacion electromagnética en el sistema de estudio, a partir de los
datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda para distintas soluciones,
considerando el error en la lectura de transmitancia, connotado como AT (Rodriguez y

otros, 2016).

Dicha estimacion, la realiza a partir de la comparacion entre los valores de absorbancia
que le son alimentados con los errores asociados a las mismas, suponiendo el

cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer y la Ley de aditividad de absorbancias.

La comparacion la realiza tras calcular la matriz de error, tomando en consideracion el
valor del error en la lectura de absorbancia, asi como la Teoria de propagacion del error

(Morales, 1993).

Posteriormente, se busca la diagonalizacidon a cero de dicha matriz, comparando los
elementos de la diagonal con la matriz de absorbancia; si el elemento diagonal de la matriz

de error Ejy multiplicado por tres es menor que el elemento Py, entonces se considera P;; #
0. La sumatoria de los elementos P;; # 0, sera interpretada como el numero de especies

que absorben en el sistema (Gémez, 2006).
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Instrumentos, materiales, y reactivos.

Instrumentos

v'  Espectrofotémetro UV-
Vis Beckman Coulter,
Mod. DU800.

v" Potenciémetro Beckman
(electrodo combinado),
Mod. $350 (+0.01).

v’ Bafio de Temperatura
Constante Cole-Parmer,
Mod. BT-15 (+0.1°C).

v Sonicador Cole-Parmer.

Mod. 08849-00.

SR NEE NN

Materiales

Agitador magnético.

Celda de doble camisa de tres
bocas.

Matraces volumétricos, distinta
capacidad.

Bureta de 10 mL.

Micropipeta (1-100, 100-1000 pL).
Tubos de ensaye.

Vasos de precipitado, distinta
capacidad.

Celdas de cuarzo (I=1cm).

(\

Reactivos y soluciones

Agua desionizada y hervida.

Agua destilada.

(4-clorofenil)carbamato de

etilo. Sintetizado en LQM.

Etanol.

e Pureza: 95-96%.

e Marca PROLABO
(grado HPLC).

Nitrogeno (Nz).

e Pureza: 99.5-100%.

e Marca PRAXAIR.

NaOH 0.1M.

HCl 0.1M.

Pruebas de solubilidad del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo.

1. Se elaboraron diez mezclas etanol-agua a distintas proporciones (Vsistema=5 mL), tal

como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Proporcion EtOH-H20 de las mezclas utilizadas para las pruebas de solubilidad del

compuesto LQM 996.

5-95
10-90
15-85
20-80
25-75
30-70
35-65
40-60
45-55
50-50
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En diez tubos de ensayo debidamente etiquetados, se colocé una pequeiia cantidad del
compuesto de estudio.

A cada tubo, le fueron agregados 2 mL de la mezcla correspondiente.

Posteriormente, todas las mezclas se colocaron en un sonicador durante 60 min; esto
con la finalidad de favorecer la disolucion del compuesto, de manera homogénea.
Tras suspender la sonicacion, se realizaron las observaciones correspondientes para
determinar la proporcién minima de etanol necesaria para favorecer la disolucién del

compuesto.

Concentracion de las soluciones de trabajo

Se prepararon siete sistemas (Tabla 3), cuyas concentraciones del compuesto de

interés se encuentran contenidas en el intervalo 1.0x10-¢ M < [LQM 996] < 1.2x10-4 M.

Tabla 3. Concentracion de los sistemas preparados, comprendidos en el intervalo de trabajo.

1.1220x10-¢
1.4979x10->
2.9052x10->
4.2076x10-5
7.0126x10->
8.4151x10-
1.1020x10-4

2. Con el espectro de absorcion del Sistema 5 se determind la longitud de onda en que se
registraba el valor maximo de absorbancia (Amix) en el intervalo en que se obtiene
mayor informacion espectral del sistema (220 nm < A < 320 nm).

3. Se midio la absorbancia de los sistemas restantes a Amax.

4. Mediante el analisis grafico de los datos obtenidos, se determino el intervalo en que la

relacién entre la absorbancia y la concentracién, guarda un comportamiento lineal.

5. Seeligio la concentracion adecuada para la preparacion de las disoluciones de trabajo.
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Preparacion de las disoluciones de trabajo
a) Preparacion de la disolucion stock.

1. Se peso la cantidad de 0.0250g de (4-clorofenil)carbamato de etilo.

2. Sellevo al aforo con una mezcla EtOH-H20 (45-55 %), a un volumen de 25mL.

b) Preparacion de la disolucion de trabajo (pH neutro).

1. Se midi6 la cantidad de 300uL de disolucién stock.

2. Se aforo la disolucién con agua desionizada, a un volumen de 25 mL.

c) Preparacion de la disolucion de trabajo (acida y basica).

1. Se midio la cantidad de 300puL de disoluciéon stock.
2. Sellevo al aforo (25 mL) con disolucién [HCI]=0.1M o [NaOH]=0.1M, segun el caso.

A continuacion, se presenta el calculo de la concentracién de LQM 996 en dichas

disoluciones, de acuerdo a su preparacion:

(0.0250g LQM996) (1000mm0l LQM996

5L de soln 199,644 LQM996R-P-) = 5.0090x10"3M Disolucion stock

(300uL Soln. Stock)( 1 mL Soln. Stock ) 5.0090x10"3mmol LQM996
25 mlL de soln. 1000 uL Soln. Stock 1 mL Soln. Stock

= 6.0108x10"°M Disolucién de trabajo.
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Estudio de la estabilidad del compuesto de estudio

El estudio de la estabilidad del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo, fue realizado

por triplicado en tres medios distintos: acido, basico y a pH impuesto por el compuesto de

estudio en disolucion. A continuacién, se muestra el procedimiento seguido en cada

ensayo:

Se realiz6 el montaje del sistema de trabajo
(Imagen 15), acoplando una celda de doble
camisa a un bafio de temperatura constante a
(25.0£0.1) °C.

Se preparé la disolucién de estudio, (acida,
basica o neutra), segiin lo establecido en el
apartado “Preparacién de las soluciones de
trabajo”.

La disolucidn se coloc6 dentro de la celda bajo
agitacion constante y se comenzo el burbujeo
de nitrégeno para evitar la carbonatacion de
la alicuota. Acto seguido, se coloc6 en una de
las bocas restantes un electrodo combinado,
conectado al potenciémetro y debidamente
calibrado.

Se midio el pH inicial de la disolucion y se

realizo6 la lectura del espectro de absorcion a

Imagen 15. Montaje experimental para
llevar a cabo el estudio de estabilidad.

a) Burbujeo de N:.

b) Electrodo combinado.

c) Entrada del flujo de agua recirculada.
d) Salida del flujo de agua recirculada.
e) Agitador magnético.

3.5 mL de la alicuota. Posteriormente, la muestra se regreso al sistema.

Tres minutos después, se midid6 nuevamente el pH y se llevd a cabo la lectura del

espectro de absorcion correspondiente.

Las mediciones subsecuentes, se realizaron a diferentes intervalos de tiempo durante

4510 min totales, tal como se reporta en el Anexo A.
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Valoracion sin dilucion del (4-clorofenil)carbamato de etilo

muestra a continuacion:

Veinticuatro horas previas a la experimentacion, se
prepar6 una disolucién acida de LQM 996, de
concentraciéon 6.01x10-> M, asi como la cantidad
necesaria de una disoluciéon basica de la misma
concentracion del compuesto de interés.

Se acopl6 la celda de doble camisa a un bafio de
temperatura constante a (25.0+£0.1) °C.

La disolucién acida se colocé dentro de la celda con
agitaciéon constante y se burbujed nitrégeno
durante 30 min (Imagen 16).

Se adapt6 una bureta de 10 mL a una de las bocas
de la celda, empacada con la disolucién basica
descrita anteriormente.

En la boca restante, se introdujo el electrodo
combinado (conectado al potenciémetro

debidamente calibrado).

El seguimiento espectrofotométrico correspondiente, se realizo6 por triplicado, tal como se

Imagen 16. Montaje experimental de
la valoracion espectrofotométrica.

Se midi6 el pH inicial de la alicuota acida y se tomo la lectura del espectro de absorciéon

correspondiente a una muestra de 3.5 mL. Tras la medicidn, la muestra se regreso al

sistema.

Con el uso de la bureta se adicionaron diferentes volimenes de disoluciéon basica,

incrementando asi el pH de la alicuota en intervalos no mayores a 0.3 unidades; cada

medicion se realizo hasta que el valor de pH presenté variaciones menores a 0.05, para

procurar que el sistema se encontrara en equilibrio. A cada incremento, se realizo la

lectura del espectro de absorcion correspondiente, operando asi hasta llegar a pH~13.

27



Capitulo III. Resultados y Discusion.

Pruebas de solubilidad.

Uno de los requisitos mas importantes para llevar a cabo el estudio espectrofotométrico

de una sustancia quimica, es que ésta se encuentre en disolucidn, sin ningin tipo de

precipitado. Por ello, se eligi6 un disolvente que aumentara la solubilidad de dicho

compuesto en agua; mismo que debia ser miscible en ella y no absorber en el intervalo de

longitudes de onda de trabajo (en este caso, 220nm < A < 320nm). Por lo anterior, se

eligié etanol! parala elaboracién de varias mezclas con agua a distintas proporciones, con

la intencién de determinar la adecuada para la preparacion de la disolucion stock, aquella

en la cual, la cantidad de etanol sea minima. A partir de dicha disolucién, serian preparadas

todas las soluciones de trabajo.

En el estudio realizado, el
compuesto presentd insolubilidad
en aquellas muestras  con

porcentaje etandlico inferior a 45%.

En la Imagen 17, se presenta un
ejemplo de dichos sistemas, donde
se aprecia cierta cantidad de
sobrenadante en soluciones con un
porcentaje de EtOH menor a 45%
(a). A proporciones iguales o
mayores a dicho valor (b), la

sustancia de estudio es soluble.

Imagen 17. Pruebas de solubilidad realizadas al
compuesto LQM 996, en sistemas EtOH-H:0 a
proporciones: a) 40%/60% y b) 45%/55%.

11 Se utilizé etanol (EtOH), debido a que su limite inferior de transparencia en la region UV tiene un valor de
205nm, siendo uno de los mas bajos respecto a otros disolventes (Christian, 2009).
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Concentracion de las soluciones de trabajo.

Con la finalidad de conocer la concentraciéon adecuada de (4-clorofenil)carbamato de etilo
en las soluciones de trabajo, se llevé a cabo un estudio grafico para determinar el intervalo
en que la absorbancia (A) mantiene una relacion lineal respecto a la concentracion de

compuesto en el sistema, de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer.

Inicialmente, se determind la longitud de onda en que el compuesto registra valores
maximos de absorbancia (Amax), a partir del espectro de absorciéon de una disolucién de
concentracion 5.61x10-> M (Grafico 2); asi, se observan dos maximos de absorbancia:
Amax1 = 2391mm y Apax2 = 274 nm. Posteriormente, se elaboraron siete sistemas a
distintas concentraciones, contenidas en el intervalo 1.0x10-°M < [LQM996] < 1.1x10*M y,
acto seguido, se midi6 la absorbancia de los mismos a 4,551, pues es ala que corresponde
una banda mas definida y de mayor magnitud. Estos valores, se encuentran concentrados

en la Tabla 4.

0.8
0.7 . .
0.6 : :
0.5 ‘ .

0.4 O °

Absorbancia

0.3 .

0.2 O °

0.1 .

0.0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Longitud de onda (nm)

Grafico 2. Espectro de absorcion de una disolucion [LQM996]=5.61x10-°M.
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Tabla 4. Concentracion en los diferentes sistemas empleados y su valor de absorbancia a una
Amax=239 nm.

1.1220x10-6 0.0088
1.4979x10-> 0.2500
2.9052x10-> 0.4658
4.2076x10-5 0.6904
7.0126x10-> 1.2299
8.4151x10-° 1.4955
1.1020x10-4 1.9849

Con los valores obtenidos, se realizo el Grafico 3, mismo que se muestra a continuacion:

2.0 .

‘o
©

=
[0}

A([LQM996]) = 18192 I [LQM996] - 0.039 ,
R?=0.9989

Absorbancia (239 nm)
o o = = =
(@) (0] (e) N S

©
~

0.2

o .
0.0E+00 2.0E-05 4.0E-05 6.0E-05 8.0E-05 1.0E-04 1.2E-04

[LQM996]/M

Grafico 3. Valores de absorbancia con respecto a la concentracion de (4-clorofenil)carbamato de
etilo, a una Amax=239 nm, para los sistemas preparados.

30



Mediante la regresion lineal por minimos cuadrados de los resultados, se obtuvo la
ecuacion que describe la dependencia de la absorbancia respecto a la concentracion del

compuesto de interés:

A =181921[LQM996] — 0.039

Donde:
£239=18192 M-1cm-1
=1 cm

b=-0.039

De esta forma, los valores de absorbancia guardan un grado de correlacion lineal alto
respecto a las distintas concentraciones trabajadas (R=0.9994). Para garantizar que el
sistema de trabajo obedece la ley de Lambert-Beer, es necesario elegir un valor medio de

concentracion: en este caso, [LQM996] = 6.0E-5 M.

De acuerdo a la preparacion de las disoluciones de trabajo, detallada en la Metodologia
Experimental, la concentraciéon de LQM 996 es de 6.01E-5M, donde el porcentaje etanélico
presente en disolucion es de 0.52%, por lo que pueden considerarse como sistemas

acuosos en lo sucesivo. Al calce, se incluye el calculo de dicho porcentaje:

300 uL Soln. Stock ( 4.5 uL EtOH ) 1mL EtOHRA (95.5mL EtOHRP- 100
25 mlL Soln. de trabajo \10 uL Soln. Stock/ \ 1000 uL EtOH ) \ 100mL EtOHRA x

= 0.52% EtOH
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Estabilidad del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo en disolucion.

Se realizé el estudio de la estabilidad del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo en
disolucidn en tres medios distintos: acido (pH=0.91 + 0.05), basico (pH=13.33 + 0.05) y a
pH del compuesto en disolucion (pH=6.27 + 0.26). El estudio se bas6 en el monitoreo
sistematico de la variacion en los valores de absorbancia y pH en cada sistema respecto al
tiempo, realizado en un periodo de 4510 min (distribuidos a lo largo de cuatro dias a partir

de su preparacion) y por triplicado, para comprobar la reproducibilidad de los resultados).

a) Medio acido.

Se distinguen dos bandas que registran valores maximos de absorbancia en 239 nm (Amax1)
y 274nm (Amax2), siendo la primera de mayor intensidad. En el Grafico 4, se muestran los

espectros de absorcion, obtenidos a distintos tiempos a lo largo del estudio.

il
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1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
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Longitud de onda (nm)

0 min —— 1488 min —— 2922 min — 4280 min

Grafico 4. Comportamiento espectral de una disolucién [LQM996]=6.01x10-5 M respecto al
tiempo, en medio acido (pH=0.91 % 0.05).
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b) Medio neutro.

El sistema de pH cercano a la neutralidad, es posible apreciar también valores maximos
de absorbancia en Amsx1=239nm y Amax 2=274nm; sin embargo, el valor de la absorbancia
en ambos maximos es menor respecto a los obtenidos en medio acido. En el Grafico 5, se

muestran los espectros de absorcion, obtenidos a distintos tiempos a lo largo del estudio.

il

1.1

Absorbancia

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Longitud de onda (nm)

—— 0 min —— 1490 min —— 2925 min —— 4239 min

Grafico 5. Comportamiento espectral de una disolucion [LQM996]=6.01x10-5> M respecto al
tiempo, en un medio cercano a la neutralidad (pH=6.27 % 0.26).
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c) Medio basico.

El comportamiento espectral muestra un ligero aumento en el ancho de la banda
correspondiente a Amax1, @ partir de 1370 min; por otro lado, la banda observada en los
sistemas anteriores a una A=274 nm, ya no es distinguible de Amsx1, dando la apariencia de
un sesgo en la banda principal. En este sistema, se tienen valores de absorbancia
ligeramente mayores a los observados en medio neutro, pero menores que en medio acido.

En el Grafico 6, se presenta algunos espectros obtenidos a lo largo del estudio.
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Grafico 6. Comportamiento espectral de una disolucion [LQM996]=6.01x10-> M respecto al
tiempo, en medio basico (pH=13.33 £ 0.05).
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Para los sistemas acido, neutro y basico, los espectros muestran ligeras variaciones entre
si con el paso del tiempo. Este comportamiento puede deberse al cambio en el pH de la

disolucion, pues no fue utilizado ningin tipo de amortiguamiento en el sistema.

Con la finalidad de analizar detenidamente los resultados concernientes al cambio del pH
respecto al tiempo en cada sistema, asi como de los valores de absorbancia a, se realiz6 el
calculo del valor promedio de dichas propiedades (connotadas como pHyA ,
respectivamente) y su desviacion estandar, asi como su porcentaje de variacion a lo largo

de la experimentacion para Amax1=239nm, por ser la banda de mayor intensidad.

En las Tablas 5 y 6, se presenta la informacién obtenida:

Tabla 5. Valores promedio de pH y porcentaje de variacién a lo largo del monitoreo de dicha
propiedad respecto al tiempo.

0.91 £ 0.05 5.65
6.27 +0.26 4.16
13.33 £ 0.05 0.36

Tabla 6. Valores promedio de Absorbancia y porcentaje de variacion a lo largo del monitoreo de
dicha propiedad respecto al tiempo.

1.1138 £ 0.0275 2.47
0.9958 + 0.0149 1.50
1.0585 £ 0.0162 1.53

A partir de los datos anteriores, se aprecia que el compuesto de estudio muestra mayor
estabilidad en medio basico, seguido por el sistema a pH impuesto por la disolucién y

menos estable en medio acido; sin embargo, en todos los casos se registran porcentajes de
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variacion pequefios (V,y < 5.65% y V, < 2.47%), por lo que todos los sistemas pueden

considerarse estables a lo largo del estudio realizado.

Por ultimo, se elaboré un estudio grafico de dicho comportamiento, donde se observa que
la fluctuacion del valor de pH respecto al tiempo (jError! No se encuentra el origen de
la referencia.) es mayor en las primeras horas del estudio en los tres sistemas, tendiendo
a estabilizarse a veinticuatro horas de su preparacién, tiempo a partir del cual, los cambios

de pH son aun menores.
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Grafico 7. Valor de pH respecto al tiempo, en una disoluciéon [LQM996]=6.01x10-5 M en medio
acido, basico y neutro.
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En el caso de la absorbancia (Grafico 8), las variaciones mas significativas también se dan

en las horas iniciales del estudio, tendiendo a la estabilidad tras el paso de veinticuatro

horas.
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Grafico 8. Valor de la Absorbancia a 239nm respecto al tiempo, registrado en los sistemas acido,

basico y neutro a una [LQM996]=6.01x10-5 M.

Con lo analizado anteriormente, se muestra que el (4-clorofenil)carbamato de etilo es

estable en el intervalo de tiempo del estudio, asi como en el intervalo de pH en que se

realizara el trabajo experimental subsecuente.

Para mejores resultados, se establecié que las soluciones de trabajo a utilizar en la

determinacion de constante(s) de acidez se prepararan veinticuatro horas previas al

trabajo experimental.
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Especiacion quimica del (4-clorofenil)carbamato de etilo.

Se realizé el estudio de especiaciéon quimica del (4-clorofenil)carbamato de etilo en
disoluciodn, siguiendo lo descrito en la Metodologia Experimental. Dicho estudio se realiz6

por triplicado, para asegurar la reproducibilidad de resultados.

a) Analisis grafico.

A partir de los espectros de absorcion obtenidos, se construy6 el correspondiente

espectrograma (Grafico 9), con la finalidad de realizar su analisis.

Absorbancia
o
(@)Y

0.4
13
0.2 11
9
0.0 7 pH
212 ‘
222 232 242 9=9 2% 3
262 9792
282 997 1
Longitud de onda (nm)
0.0-0.2 [10.2-0.4 0.4-0.6 0.6-0.8 [10.8-1.0 [11.0-1.2

Grafico 9. Espectrograma obtenido a partir del estudio espectrofotométrico sin dilucién de un
sistema [LQM996]=6.01x10-M, a 25°C y fuerza idnica variable. La leyenda corresponde a
intervalos de valores de absorbancia, para facilitar la comprensién del grafico.
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De esta forma, es posible detectar tres cambios en el comportamiento espectral a lo largo
del intervalo de pH estudiado, por lo que se decidié dividir los espectros de absorcién en
intervalos de pH de manera conveniente, de acuerdo a dichas observaciones y realizar
graficos en dos dimensiones para cada uno de ellos, con la intencion de detectar probables

puntos isosbésticos; estos graficos pueden consultarse en el Anexo C (Graficos B 1 - B 3).

Como puede apreciarse en el Grafico 9, la banda de mayor importancia a lo largo del
estudio, es aquella que presenta un maximo de absorbancia en 239nm (Amax1), seguida de

una banda de menor intensidad, con un maximo de absorcién a 274nm (Amax2).

En el intervalo 0.97<pH<2.50, se observa un efecto hipocrémico en la banda de Amax1
conforme aumenta el pH, asi como un efecto hipercrémico en la banda observada a Amaxz;
lo anterior, aunado a la presencia de dos puntos isosbésticos en A1=219 nm y A2=254 nm,

mismos que se muestran a continuacién (Grafico 10).
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£0.36 S 0.31
(5} (1]
£ £
$0.34 % 0.29
= =
< <
0.32 0.27
0.30 0.25
218 219 220 221 253 253.5 254 254.5
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
~—097 —1.07 —1.28 1.57 ~——097 —1.07 —1.28 1.57
189 — 214 2.46 189 — 214 2.46

Grafico 10. Puntos isosbésticos observados en el intervalo 0.97<pH<2.50 en la valoracién sin
dilucién realizada al sistema [LQM 996]=6.01x10-5M.
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En el caso del intervalo

2.51<pH<6.50, existe un efecto 04
hipercromico en la  banda
correspondiente  a  Amaxx1  al
aumentar el pH, con un | g 03
subsecuente efecto hipocréomico en §

la banda de absorcion de Amaxz, g
tendiendo a desaparecer. Por otro < 02

lado, se observa un punto ¥

isosbéstico en A3=258nm (Grafico

11) 0.1
252 254 256 258 260 262

Por ultimo, en el intervalo de

6.51 < pH <12.80, la banda de

Longitud de onda (nm)

menor intensidad presente a pH < —296 347  ——389 ——481

6.50 (Amax2) practicamente no se 5.76 6.01 6.35

observa, no presentandose cambios

significativos en esa region del Grafico11. Punto isosbéstico observado en el intervalo
2.51<pH<6.50 en la valoracion sin dilucién realizada

espectro (Grafico B 3). al sistema [LQM996]=6.01x10-5M.

Cabe mencionar que, en este intervalo de pH, se registra la ausencia de puntos

isosbésticos.

Con base en dichas observaciones, es posible afirmar que existe evidencia al menos de dos

equilibrios quimicos en el intervalo de pH en que se trabajo experimentalmente.

A continuaciéon (Grafico 12), se presenta graficamente el cambio de la absorbancia

respecto al pH para las longitudes de onda maxima (4,501 = 239nm y d,,,542 = 274nm).

40



1.15 ~ =
1.10 e s ® = i
o 105 %
i3] _
= = 4
1] . 4
= 1.00 & -
5 g @
7] a =
2 s o
=
0.95
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH
239 nm
0.15
318%3 3 -
PR
oL
L
0.10 ¢ _
= P T T I &®
S ;¢ 1 LI RN B
(4]
=
ot
(=]
7]
2 005
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH
® 274 nm

Grafico 12. Cambio de la Absorbancia respecto al pH para el sistema [LQM 996]=6.01x10-5 M, en
dos longitudes de onda distintas, asi como el error instrumental en absorbancia (+0.005).
En el grafico anterior, los valores de absorbancia en ambas longitudes de onda describen
un comportamiento sigmoidal a pHx4, siendo mas marcado en Amax1; dicho cambio, sugiere
la existencia de un equilibrio quimico en esa zona de pH. Por otro lado, se observan
cambios a valores de pH~1 en ambas longitudes de onda, asi como un ligero aumento en
la absorbancia en Amax1 a pH=x13. Sin embargo, la falta de datos en dichas zonas de la escala,

limita la posibilidad de realizar la inferencia de equilibrios probables.
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b) Cantidad de especies que absorben en el sistema.

Para conocer el nimero probable de especies absorbentes en disolucién para la hidrélisis
del (4-clorofenil)carbamato de etilo, se utiliz6 el programa computacional TRIANG,
construyendo una matriz de absorbancias a partir de veinticuatro espectros de absorcion
comprendidos en el intervalo de pH trabajado, a treinta y cuatro longitudes de onda,

seleccionadas en el intervalo 221nm < A < 320nm (A4 = 3 nm).

La matriz construida se evalué para distintos valores de error (connotado como AA); sin
embargo, se sabe que el error asociado a la medicién de la absorbancia para cada uno de
los sistemas, esta dada por el espectrofotémetro utilizado. En este caso, la precisién del

instrumento es de A4 = +0.005.

En la Tabla 7 se presentan los calculos generados por TRIANG para cada una de las
réplicas, con la finalidad de asegurar la reproducibilidad en los datos, en un intervalo de

error de 0.004 < A4 < 0.007.

Los resultados obtenidos, sugieren la existencia de tres especies absorbentes en el sistema

y, por ende, dos equilibrios quimicos.

Tabla 7. Nimero de especies probables en el sistema respecto al valor de error (AA)
considerado en los datos experimentales, obtenido con la ayuda del programa computacional
TRIANG.

w w W w
w w W w
w w W w

42



c) Determinacion de la(s) constantes(s) de acidez del (4-clorofenil)carbamato de

etilo.

Tras realizar la revision bibliografica correspondiente, no se encontraron valores de
constantes de acidez para el (4-clorofenil)carbamato de etilo reportados en la literatura;
por ello, se decidi6 realizar el calculo de los mismos mediante las herramientas
computacionales [-Lab 2.0 (version: v12.1.0.50374) y Chemicalize, provistos para su uso

en linea por ACD/Labs® y ChemAxon®, respectivamente.

En la Tabla 8, se muestran los valores calculados con cada uno de los recursos
mencionados. Solo en el caso de I-Lab 2.0, se proporciona la desviacion estandar de los

valores de pKa.

Tabla 8. Valores de pKa calculados mediante el uso de I-Lab 2.0 (version: v12.1.0.50374) y
Chemicalize.

-0.40+0.50 12.99+0.70

-0.99 13.03

En ambos reportes de calculo (ver Anexo D), los valores de pKa: y pKa:z le son atribuidos
al nitroégeno presente en la estructura; sin embargo, ninguno de los citados programas

elucida el equilibrio quimico a pH~4, observado experimentalmente.

En la Imagen 18, se presentan los equilibrios acido-base sugeridos por ambos programas.
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Imagen 18. Equilibrios acido-base propuestos por las herramientas computacionales de
ACD/Labs® y ChemAxon®.

Por lo anterior, se realiz6é un primer ensayo para la determinacién de las constantes de
acidez del compuesto de interés, considerando los equilibrios planteados en la Imagen 18,
asi como la probable protonacién del oxigeno carbonilico, dando como resultado un

modelo de tres equilibrios y cuatro especies, como se describe a continuacion:

HyLQM?* H,LQM'* + H*
H,LQM'* =——==HLQM + H*
HLQM LOM™ + H*

El archivo de entrada para SQUAD, se construyé a partir de la seleccién de veinticuatro
espectros de absorcion, en el intervalo de longitudes de onda 221 nm < 1 < 320 nm aun
AA = 3 nm; de esta forma, para cada espectro de absorcion se trabajé con treinta y cuatro

absorbancias.
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Cabe mencionar que los valores de pKa utilizados, se ingresaron al archivo de entrada

como logf, por requerimientos del programa. Asi, se obtuvieron los datos mostrados en

la Tabla 9.

Tabla 9. Valores de log  obtenidos por el programa SQUAD, considerando un modelo de tres
equilibrios y cuatro especies, en el intervalo 1.00<spH<12.80, en el intervalo 221<A<320 nm.

11.2084 + 0.0805
15.9232 £ 0.1095
16.1952 £ 0.1186
12.1789 = 0.0546
16.3715 £ 0.0567
16.6170 = 0.0637
13.2890 + 0.2152
17.3450 £ 0.2167
17.5850 + 0.2379

1Valores de pKaj; 2 Valores de pKagz; 3 Valores de pKas.

4.5501x10-3

2.7521x10-3

7.9599x10-3

1.4016x10-2

5.1277x10-3

4.2894x10-2

11.21+0.083
4.71+0.14 2
0.27 £0.161
12.18 £ 0.053
4.19 £ 0.08 2
0.25+£0.091
13.29£0.223
4.06 £ 0.31 2
0.24+0.321

Los valores de pKa se obtuvieron como la diferencia de los valores de logf sucesivos; la

incertidumbre asociada a cada valor, se estim6 de la manera habitual: al tratarse de una

resta, el valor de la incertidumbre se calcula mediante la expresion:

— 2?2 2
OpKai-1 = /%i + 0pi-1

Para cada una de las réplicas, el valor de la suma de los minimos cuadrados (U) es de orden

pequefio (<10-2), hecho que puede llevar a suponer un buen ajuste a lo obtenido

experimentalmente. De la misma forma, la desviacion estandar de todos los datos, observa

valores del orden de 10-3. Los valores referentes al pKa: y pKaz son similares en todas las

réplicas, lo cual sugiere reproducibilidad en los resultados para ambas constantes. Sin

embargo, en el caso del pKas, los valores son distintos entre si; este hecho es ain mas claro
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al graficar el coeficiente de absortividad molar de cada especie (Grafico 13), donde se

observa que dichos valores son muy similares para las especies LQM; y LQM™~, hecho

poco probable pues, al considerar la alta conjugacién electrénica del anién, se esperarian

valores significativamente distintos respecto a la especie neutra.
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Grafico 13. Coeficientes de absortividad molar para un modelo de tres equilibrios y cuatro
especies, calculados por el programa SQUAD, en el intervalo 1.00 < pH < 12.80, en el intervalo

221<A<320 nm.

Otro punto a considerar es el comportamiento espectral observado en esa zona de pH, el

cudl no sugiere la existencia de otro equilibrio acido-base, ademdas de la falta de

informacién del sistema a valores de pH > 12.8 y que el programa TRIANG detecta tres

especies a lo largo de la especiacion.
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Lo antes expuesto, indica que el modelo planteado no es adecuado para describir el
sistema de estudio. Con la informacién conocida hasta este punto fue preciso realizar un
andlisis estructural del (4-clorofenil)carbamato de etilo para plantear un grupo de
especies de existencia probable durante la especiacién quimica y de esta manera, asignar

las constantes por calcular a los equilibrios respectivos.

Segun lo reportado en la Tabla 8, tanto ACD/Labs® como ChemAxon consideran la
existencia de una especie acida, generada a partir de la protonacién del nitrégeno con un
pKa = (—0.40 £ 0.05). Sin embargo, existe evidencia obtenida a partir de resonancia
magnética nuclear de que, en soluciones fuertemente acidas (pH < 1), el centro carbamico

presenta protonacion en el oxigeno, no asi en el nitrogeno (Weininger & Stermitz, 1988).

De esta manera, tendria lugar la formacién de un hibrido de resonancial?2 (HLQM™),
conformado por dos especies contribuyentes, (Geissman, 1974), confiriendo a dicha

especie un mayor grado de estabilidad (Imagen 19).
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Imagen 19. Hibrido de resonancia correspondiente a la especie acida en disolucién (HLQM+).

Al aumentar el pH en el sistema, se favorece la desprotonacion de la especie HLQM™*,

originandose asi el primer equilibrio acido-base (pKa,).

12 Un hibrido de resonancia es la combinacién de las distintas estructuras resonantes que lo componen, por
lo que dichas estructuras resonantes no tienen una existencia real, solo son auxiliares en la comprensién de
la deslocalizacion electrdnica y es el responsable de las propiedades al compuesto (Luis, Burguete, & Altava,
1997).
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Dada la naturaleza del (4-clorofenil)carbamato de etilo, éste puede presentar en
disolucién un equilibrio de tautomerizacién prototropica (Klages, 2005), coexistiendo en

el medio dos especies de caracter neutro, connotadas como LQMy, y LQMy, (Imagen 20).
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LQMT1 LQMr2

Imagen 20. Equilibrio prototrdpico entre las especies tautoméricas del compuesto LQM996.

Asi, al incrementarse el valor de pH en el sistema, ambas especies tautoméricas tienen la
probabilidad de presentar una desprotonacion, dando origen a un ion comun: un hibrido
de resonancia LQM~ , conformado por cinco especies resonantes (Imagen 21),

correspondiente al segundo equilibrio acido-base (pKa,).
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Imagen 21. Hibrido de resonancia correspondiente a la especie basica en disolucién.

@
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Al  contar con un equilibrio LQM,
tautomérico en el estudio de
especiacion quimica, debe tomarse en
consideracion que la protonacion y LQM

desprotonacion de las especies

+
~
fab]
B g
~
z\
o8}
[\S]
-3
—_

neutras LQMr: y LQMr72 contribuyen
L Ka,”t  LQMrpy
en los equilibrios acido-base

presentes en el sistema, como se Imagen 22. Equilibrios acido-base relacionados con

cada especie tautomérica.
expresa en la Imagen 22.

Es por lo anterior, que las constantes observadas experimentalmente, se consideran como
constantes aparentes, es decir: las constantes Kal' y Kal? estdn directamente
relacionadas con la constante Ka,, en tanto que Kal! y Kal? lo estan con Ka,. Al no
conocer el valor de la constante de tautomerizacion (Kr), no es posible conocer ninguna
de las constantes individuales; sin embargo, las constantes de acidez aparentes si pueden

ser determinadas de manera experimental (Bunting & Kanter, 1993).

Por lo anterior, se estructuré un ensayo en que se trabajé con espectros de absorcion
correspondientes al intervalo 1.00 < pH < 10.00 con treinta y cuatro absorbancias cada
uno, considerando un modelo de dos equilibrios y tres especies: HLQM™*, LQM; y LQM ™,
denotando como LQ M7 al conjunto de especies tautoméricas LQMr: y LQM72, dado que no

es posible precisar en qué proporcién se encuentra cada una de ellas.

Al disminuir el rango de datos, se pretende conservar solo la informacion correspondiente
alos dos primeros equilibrios y que, de esta forma, SQUAD refine de manera mas adecuada
el valor de las constantes involucradas en dicho intervalo. Los resultados obtenidos tras

tomar las consideraciones mencionadas, se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Valores de log 3 obtenidos por el programa SQUAD, considerando un modelo de dos
equilibrios y tres especies, en el intervalo 1.00spH<10.00, en el intervalo 221<A<320 nm.

4.5789 + 0.0878 458 + 0.0 2
-3 -3

4.8612 + 0.1029 L2ZSBAT | GERadlD 0.28+0.141

41610 + 0.0129 416 +0.01 2
-3 -3

4.4359 + 0.0374 ZOEEZA | 2kl 0.27 +0.04 1

4.0454 + 0.0292 4.05 + 0.02 2
-3 -2

4.2916 + 0.0673 DARTSAE | ekl 0.25 + 0.07 1

1Valores de pKas; 2Valores de pKao.

La desviacién estandar en los datos obtenida (044:0s) €S menor en las tres réplicas
respecto a los obtenidos en el ensayo anterior. Por otro lado, los valores de U obtenidos en
las réplicas 2 y 3, son del orden de 10-3, indicando que lo calculado por SQUAD emula de

manera adecuada los datos obtenidos experimentalmente.

En cuanto a la desviacion estandar calculada para ambas constantes, presenta una
disminucién considerable respecto a los obtenidos previamente para todas las réplicas,

por lo que éste ensayo ofrece un mejor refinamiento de ambas constantes.

Otro calculo importante que realiza SQUAD es la determinacion del valor de coeficientes
de absortividad molar de cada una de las especies existentes a lo largo de la especiacion
quimica respecto a la longitud de onda, asi como la desviacion estandar asociada a dichos
coeficientes ( o¢). El analisis grafico de los mismos es determinante en la validacion del
modelo considerado para describir el sistema quimico estudiado. En este caso, los valores
obtenidos en las tres réplicas son similares, lo que indica una reproducibilidad en los
datos. Para efectos practicos, éstos son analizados a partir de lo obtenido en la Réplica 2.
En el Grafico 14, se muestran dichos resultados, incluyendo su desviaciéon estandar,

expresada como barras de error.

En principio, se calculd la desviacion relativa (o,,;) de cada valor de £ a partir de lo

reportado por el programa, para un analisis sencillo, esto se muestra a continuacion:
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e Las especies LQM; y LQM™, refieren valores minimos de crrLflMT =1.5x10"3y

LQM™
Urel

= 1.3x1073 para longitudes de onda A ~ 240nm y £ > 10*, asi como

maximos de g-o"'" = 1.8x1071 y 03" =1.3x10""a 1 > 240 nm y € < 102. El
orden pequefio de estos valores indica un refinamiento adecuado para la segunda

constante de equilibrio acido-base.

e En el caso de la especie acida HLQM™, el programa refiere valores de £ = 0 para
260mm <A <266nmm y 296 nm < A1<308nm, asi como valores de o¢ de

magnitud considerable a longitudes de onda limitrofes a dichos intervalos, con un

maximo de afeLle = 2.0x10!, en tanto que, para A =~ 250nm y € > 10*, se

. . HLQM* - . .
obtiene un minimo o/ -%™" = 1.2x1072. Lo anterior sugiere que el programa, al no

rel

contar con informacidn del sistema a pH<1, refina el valor de la primera constante

de acidez de manera menos precisa.
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Grafico 14. Coeficientes de absortividad molar para un modelo de tres equilibrios y cuatro
especies, calculados por el programa SQUAD, en el intervalo 1.00 < pH < 10.00, en el intervalo
221<A<320 nm.
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Tras comparar los espectros de absorcién experimentales con los obtenidos te6ricamente
a partir del modelo planteado por SQUAD, este reporta desviaciones estandar del orden

de 10-3; dichos valores, se encuentran reportados en el Anexo C, Tabla C 2.

En el Grafico 15, se presenta la comparacion de seis espectros experimentales
representativos del comportamiento acido-base del compuesto de estudio contra los
correspondientes espectros tedricos, obtenidos a partir de la absorbancia calculada con
los coeficientes de absortividad molar proporcionados por el programa, asi como de las
fracciones molares de las diferentes especies (Anexo C, Tabla C 3). Mediante el andlisis de
este grafico es posible comprobar que los espectros teoéricos obtenidos a partir de las
constantes de equilibrio propuestas por SQUAD, reproducen con un alto grado de

congruencia el comportamiento espectral observado experimentalmente.
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Grafico 15. Comparacion de los espectros de absorcion calculados tedricamente (lineas) con los
espectros de absorcion experimentales (puntos) representativos del estudio acido-base de una
disolucién [LQM996]=6.01x10-5 M.
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Otro aspecto a considerar, es la formaciéon de puntos isosbésticos con los datos tedricos
pues, aun cuando son pocos los espectros trazados, es posible confirmar su presencia
(Grafico 16), coincidiendo con las longitudes de onda experimentales, demostrando asi la

robustez del modelo.

0.30 0.19
Punto Isosbéstico Punto Isosbéstico
0.97 <pH<2.50 2.51=<pH<6.50
0.29 0.18
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< <
0.26 0.15
0.25 0.14
253.6 253.8 254 254.2 2544 256 257 258 259 260
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
1.070 Exp. 1.570 Exp. © 2.460 Exp. ® 3.470 Exp. ® 5.760 Exp.
1.070 Teo 1.570 Teo. — 2.460 Teo. ——3.470 Teo. ——5.760 Teo.

Grafico 16. Puntos isosbésticos observados a partir de calculos tedricos.

Debido a que el estudio de especiacién se realiz6 mediante tres repeticiones

independientes es preciso obtener los valores promedio de pKa, y pKa, (Tabla 11).

Tabla 11. Valores promedio de pKa; y pKaz experimentales, determinadas para el compuesto
(4-clorofenil)carbamato de etilo.

0.28+0.14 4.58 = 0.09
0.27 £ 0.04 4.16 + 0.01
0.25 £ 0.07 4.05+0.02
0.27 +0.16 4.26 + 0.09
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Para dichos valores, se realizé el calculo de la desviacién estdndar combinada (o,) de la

siguiente forma:

— 2
0c = 3/ Opka, + Opkay, + Opka,

Donde 0yka,, Opka, Y Opka, representan la desviacion estandar del pKa de todas las

repeticiones.

Se hace hincapié en que el valor experimental de pKa; debe considerarse como una

aproximacion, debido a la limitada evidencia espectral para su determinacion.

Aun cuando los resultados experimentales se ajustaron a un modelo de tres especies y dos
equilibrios acido-base, es relevante el hecho de que los valores determinados con SQUAD
no coinciden con los proporcionados por ACD/pKa DB (I-Lab) y ChemAxon; esto se debe
a que estos recursos computacionales consideran equilibrios diferentes, ambos atribuidos
a la desprotonacidn total del nitrégeno, sin incluir el equilibrio de tautomerizacién; esta
omision puede deberse a que el algoritmo de calculo contemplé fragmentos estructurales

aminicos y no carbamicos.

Otro aspecto importante, es que ACD/pKa DB considera fuerza iénica igual a cero, hecho
que repercute de manera importante cuando se trata de especies tautoméricas pues, la

existencia de una u otra especie, depende directamente de la polaridad del sistema.
A continuacion, se incluye la Tabla 12, que resume la informacién a que se hace referencia:

Tabla 12. Valores de pKa obtenidos con SQUAD, ACD/Labs y ChemAxon.

Experimentales ACD/pKa DB ChemAxon
pKa, 0.27 £0.16 -0.40 £ 0.50 -0.99
pKa, 4.26 +£0.09 12.99 £ 0.70 13.03
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En el mismo contexto, debe considerarse que los valores de pKa obtenidos, se encuentran
relacionados con cada una de las especies tautoméricas, por lo que el pKa, refinado por

SQUAD difiere considerablemente respecto al calculado por I-Lab.

Asi, el valor de las constantes refinadas por SQUAD proviene directamente de la
experimentacion, por lo que es mejor descriptor de lo que sucede en el sistema de estudio.
En este sentido, brinda una mayor calidad de resultados, con una desviaciéon estandar

menor que la obtenida con los recursos computacionales utilizados.

A continuacién, se presenta un diagrama de zonas de predominio unidimensional, que

sitia ambos equilibrios en una escala de pH:

H30+* HLQM+ LQMr H20
pH

0 0.27 4.26 14

H20 LQMr LQM- HO-

En la Imagen 23, se realiza formalmente la asignacion de los valores de pKa aparentes

respecto a los equilibrios acido-base propuestos.
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Imagen 23. Equilibrios quimicos propuestos, asi como la asignacion de valores de pKa, pKaz.
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Por ultimo, se presenta el Grafico 17, correspondiente al Diagrama de Distribucién de
especies del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo, calculado a partir de los valores
de pKa1 y pKaz experimentales, mediante la utilizacion del programa Alpha (Diagramacién

analitica mononuclear).

1.0
LQM, LQM-

0.9

0.8

HLQM,

0.7

0.6

0.5

0.4

Fraccién Molas (})

0.3

0.2

0.1

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
pH

Grafico 17. Diagrama de Distribucién de especies observadas a lo largo de la especiacién
quimica del compuesto en una disolucién [LQM996]=6.01x10-5> M, calculado con el programa
computacional Alpha, a partir de los valores de pKa; = 0.27 y pKa, = 4.26.

Con el presente diagrama es posible analizar la variacion de la cantidad de cada una de las
especies presentes en el sistema con respecto al pH. El diagrama muestra que el conjunto
de especies tautoméricas LQM predomina en el intervalo 0.27 < pH < 4.26, en tanto que

la especie desprotonada LQM ™ le sucede a pH > 4.26. En el caso de la especie protonada,

muestra indicios de ser la especie predominante a valores de pH < 0.27.

57



Se realizaron pruebas de solubilidad para el compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo
en diversos sistemas etanol-agua, mostrandose soluble en proporciones iguales o

superiores a 45% EtOH - 55% H:2O0.

Se determind el intervalo de concentracién en que el compuesto de estudio en disolucion
neutra, sigue la Ley de Lambert-Beer, siendo 1.0x107°M < [LQM996] < 1.1x10~*M. De
manera complementaria, se obtuvo la expresion matemadatica que describe el
comportamiento de la absorbancia en funcién a la concentracién bajo las condiciones

antes descritas: A = 18192 [ [LQM996] — 0.039

A partir del estudio de estabilidad del (4-clorofenil)carbamato de etilo realizado en medio
acuoso y a una temperatura de 25°C, se obtuvo que su comportamiento en disolucion es

estable en medio acido (pH = 1), neutro y basico (pH = 13).

Mediante el uso del programa computacional TRIANG se propone la existencia de tres

probables especies absorbentes en el sistema como funcién del pH.

Mediante los resultados espectrofotométricos, se propone un modelo quimico de dos
equilibrios acido-base aparentes, refinando los valores de pKa correspondientes por
medio del programa computacional SQUAD, obteniendo los valores de pKa, = 0.27 +
0.16 y pKa, = 4.26 £ 0.09, refinando también los coeficientes de absortividad molar para
cada una de las especies quimicas que, en términos generales, describen adecuadamente

el comportamiento experimental observado.
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ANEXOS




A. Ejemplo del monitoreo de estabilidad para el compuesto LQM 996.

pHsistema A"Lmedicién (mln)
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B. Espectros de absorcion correspondientes a la especiacion quimica acido-base

del compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo.

Grafico B 1. Espectros de absorcion correspondientes al intervalo 0.97<pH<2.50, en la
valoracion espectrofotométrica del sistema [LQM996]=6.01x10-5 M.
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Grafico B 2. Espectros de absorciéon correspondientes al intervalo 2.51<pH<6.50, en la
valoracion espectrofotométrica del sistema [LQM996]=6.01x10-5 M.
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Grafico B 3. Espectros de absorciéon correspondientes al intervalo 6.51<pH<12.80, en la
valoracion espectrofotométrica del sistema [LQM996]=6.01x10-5 M.
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C. Modelo “tres especies y dos equilibrios acido-base”, resultados SQUAD.

Tabla C 1. Coeficientes de absortividad molar y desviacion estandar calculados por SQUAD en el
intervalo 1.00<pH<9.00, asi como la desviacién relativa para cada una de las especies.

9.1475x103
1.4162x104
1.8756x10*
2.3232x10%
2.7632x10%
3.0905x10*
3.1882x10%
2.9886x104
2.5166x10%
1.8682x104
1.1069x104
4.4561x103
1.0045x103
0.0000x100
0.0000x100
0.0000x100
1.7567x101
2.3210x102
4.7226x102
6.7762x102
6.9659x102
6.4413x102
5.9471x102
3.9783x102
1.5330x102
0.0000x100
0.0000x100
0.0000x100
0.0000x100
0.0000x100
3.2506x10!
6.7330x101
1.2534x102
1.4734x102

3.2344x102
2.7097x102
2.8180x102
3.3194x102
3.8491x102
4.0475x102
4.6819x102
3.6136x102
3.2474x102
2.6805x102
2.2629x102
2.0142x102
1.7244x102
1.8432x102
2.5009x102
3.0522x102
3.4963x102
3.7922x102
3.8530x102
3.6733x102
3.3643x102
2.9972x102
2.9219x102
2.9252x102
3.1194x102
3.2663x102
3.4617x102
3.7975x102
3.7487x102
3.5987x102
3.4652x102
3.2221x102
3.0936x102
2.7965x102

3.5x10-2
1.9x10-2
1.5x10-2
1.4x10-2
1.4x10-2
1.3x10-2
1.5x10-2
1.2x10-2
1.3x10-2
1.4x10-2
2.0x10-2
4.5x10-2
1.7x10-2

2.0x101
1.6x100
8.2x101
5.4x101
4.8x10-1
4.7x101
4.9x10-1
7.4x10-1
2.0x100

1.1x101
4.8x100
2.5x100
1.9x100

6.3572x103
7.7535x103
9.7632x103
1.1912x10%
1.3993x104
1.5489x10*
1.6132x104
1.5452x104
1.3604x104
1.0921x104
7.5446x103
4.5313x103
2.9679x103
2.5375x103
2.4922x103
2.5210x103
2.5255x103
2.4507x103
2.2825x103
2.0593x103
1.7699x103
1.4276x103
1.1180x103
8.1706x102
5.3180x102
3.3272x102
2.2457x102
1.7486x102
1.5199x102
1.3588x102
1.2784x102
1.2071x102
1.1381x102
1.0812x102

2.0865x101
1.7480x101
1.8179x101
2.1414x101
2.4831x101
2.6110x101
3.0203x101
2.3312x101
2.0949x101
1.7292x101
1.4598x101
1.2994x101
1.1124x101
1.1891x101
1.6133x101
1.9690x101
2.2555x101
2.4464x101
2.4856x101
2.3697x101
2.1704x101
1.9335x101
1.8849x101
1.8870x101
2.0123x101
2.1071x101
2.2332x101
2.4498x101
2.4183x101
2.3216x101
2.2354x101
2.0786x101
1.9957x101
1.8040x101

3.3x10-3
2.3x10-3
1.9x10-3
1.8x10-3
1.8x10-3
1.7x10-3
1.9x10-3
1.5x103
1.5x103
1.6x10-3
1.9x10-3
2.9x10-3
3.7x10-3
4.7x10-3
6.5x10-3
7.8x10-3
8.9x10-3
1.0x10-2
1.1x10-2
1.2x10-2
1.2x10-2
1.4x10-2
1.7x10-2
2.3x10-2
3.8x10-2
6.3x10-2
9.9x10-2
1.4x101
1.6x10-1
1.7x101
1.7x10-1
1.7x101
1.8x101
1.7x101

7.1195x103
9.0967x103
1.1444x104
1.3867x104
1.6184x104
1.7814x104
1.8450x10*
1.7561x10%
1.5365x10%
1.2250x10*
8.4373x103
5.0294x103
3.0905x103
2.3233x103
2.0096x103
1.8152x103
1.6633x103
1.5293x103
1.3969x103
1.2848x103
1.1549x103
9.9877x102
8.7734x102
7.2688x102
5.4626x102
4.0964x102
3.2636x102
2.6895x102
2.2844x102
1.9622x102
1.7485x102
1.5814x102
1.4462x102
1.3663x102

2.0400x101
1.7090x101
1.7773x101
2.0936x101
2.4277x101
2.5528x10!
2.9529x10!
2.2792x101
2.0482x101
1.6907x101
1.4272x101
1.2704x101
1.0876x101
1.1626x101
1.5773x101
1.9251x101
2.2052x101
2.3918x101
2.4301x101
2.3168x101
2.1219x101
1.8904x101
1.8429x101
1.8450x101
1.9674x101
2.0601x101
2.1834x101
2.3951x10!
2.3644x101
2.2698x101
2.1856x101
2.0322x101
1.9512x101
1.7638x101
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2.9x10-3
1.9x10-3
1.6x10-3
1.5x103
1.5x10-3
1.4x10-3
1.6x10-3
1.3x10-3
1.3x10-3
1.4x10-3
1.7x10-3
2.5x10-3
3.5x103
5.0x10-3
7.8x10-3
1.1x10-2
1.3x10-2
1.6x10-2
1.7x10-2
1.8x10-2
1.8x10-2
1.9x10-2
2.1x10-2
2.5x10-2
3.6x10-2
5.0x10-2
6.7x10-2
8.9x10-2
1.0x10-1
1.2x10-1
1.2x101
1.3x10-1
1.3x101
1.3x101



Tabla C 2. Valores de desviacion estandar (o r vs £), resultantes de la comparacion de los
espectros de absorciéon experimentales con los obtenidos tedricamente con el modelo
planteado por SQUAD, en el intervalo 1.00<spH<10.00 (Réplica 2).

1.070 1.1874x10-3
1.280 1.9474x10-3
1.570 9.6326x10+
1.890 1.0884x10-3
2.140 4.4255x103
2460 1.8919x10-3
2960 1.2277x10-3
3470 1.4847x10-3
3.890 3.6003x10-
4.810 2.7949x10-3
5760 3.1198x103
6.350 1.3040x103
7.910 1.2029x10-3
9.630 3.8381x10-3

Tabla C 3. Concentraciones teéricas (SQUAD) de cada especie en disolucién, asi como las
fracciones molares de cada una de ellas, utilizadas en el calculo de observancias teoricas.

8.297x10-¢
5.399x106
2.892x10-
1.416x10-°
8.014x10-7
3.824x107
1.165x10-7
3.185x10-8
9.493x10-
3.213x10-10
4.831x10-12
3.251x10-13
2.482x10-16
9.012x10-20

5.177x10-
5.464x10-
5.707x10-
5.838x10+5
5.875x10-
5.856x10-5
5.644x10-
4.991x10-5
3.913x10-5
1.102x10-5
1.476x10-°
3.865x107
1.071x10-8
2.042x10-10

4.198x10-8
7.186x10-8
1.464x10-7
3.128x10-7
5.597x10-7
1.166x10°
3.553x106
1.017x10-5
2.097x10-
4.909x10-5
5.863x10-5
5.972x10-
6.010x10-5
6.011x10-5

1.380x10-1
8.982x10-2
4.812x10-2
2.356x102
1.333x10-2
6.361x10-3
1.939x10-3
5.298x10+
1.579x10+
5.345x10-
8.037x10-8
5.409x10-°
4.129x10-12
1.499x10-15

8.613x101
9.090x101
9.494x101
9.712x101
9.774x101
9.742x101
9.390x101
8.303x101
6.510x10-1
1.833x10-1
2.456x10-2
6.430x10-3
1.782x10+
3.397x10-6

6.984x10-4
1.195x10-3
2.435x10-3
5.203x10-3
9.311x10-3
1.939x10-2
5.910x10-2
1.691x10-1
3.488x10-1
8.167x101
9.754x10-1
9.936x101
9.998x10-1
1.000x100°
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D. Reportes de calculo correspondientes a valores de pKa probables para el

compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo.

53 ACD/Labs
(& ;
’ I-Lab 2.0 - ilab.acdlabs.com
ACb/Labs Tyesday 10th of May 2016 05:43:17 PM. Algorithm Version: v12.1.0.50374

Compound structure
lonic form : HL
pKa;(HL/H+L; 8) = 12.99 + 0.70
pKay(H2L/H+HL; 8) = -0.40 + 0.50

11[:]
“hH MCHS

Imagen 24. Reporte de calculo de valores probables de pKa para el compuesto (4-
clorofenil)carbamato de etilo, obtenido mediante la utilizacion de I-Lab 2.0, version
12.1.0.50374 (ACD/Labs®).

-0.99 ;13.03

H\ﬂ/o\/cm
IO
Cl

HY O -t NY O _~CH
/O/ (8] /O/ o
Cl cl

Imagen 25. Reporte de calculo de valores probables de pKa, asi como las estructuras tautémeras
probables para el compuesto (4-clorofenil)carbamato de etilo, obtenido mediante la utilizacion
de Chemicalize (ChemAxon®).
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E. Informacion auxiliar.

Tabla E 1. Limite inferior de transparencia para disolventes en la regiéon UV (Christian, 2009).

Agua 200 Ciclorometano 233
Etanol 205 Eter dibutilico 235
Acetonitrilo 210 Cloroformo 245
Ciclohexano 210 Propionato de etilo 255
Ciclopentano 210 Formato de metilo 260
Heptano 210 Tetracloruro de carbono 265
Hexano 210 N,N-dimetilformamida 270
Metanol 210 Benceno 280
Pentano 210 Tolueno 285
Alcohol isopropilico 210 m-Xileno 290
Isooctano 215 Piridina 305
Dioxano 220 Acetona 330
Eter dietilico 220 Bromoformo 360
Glicerina 220 Disulfuro de carbono 380
1,2-Dicloroetano 230 Nitrometano 380

*Paso 6ptico de 1 cm, utilizando agua como referencia.
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