UNIVERSIDAD DE OVIEDO

REVISTA

DE LA

FACCLTAD DE CIENGLAN

Nugeva Serie Vorumsen XIII NumEero 1

OVIEDO
1 9 7 2



SUMARIO

I. Solans Huguet: Efecto de la simetria en las prepiedades fisicas de
los Cristales .........cociiiiiiiiiiiii i e

Guillermo Sudrez Ferndndez: Efecto de las temperaturas de subpaste-
rizacién sobre microorganismos indicadores en el molusco lame-
libranquio “tapes decussatus™ .........coveveiiiiiiiiiiinin,

Carlos Lépez Castellani; Cinética y mecanismo de descomposicion del
icido 6-amino pinicildnico en disolucién acuosa .....................

M. Mayor, J. Andrés y R. Carbo: Algunas plantas de la vertiente leo-
nesa de les puertos de Vegarada y San Isidro ...............ccoooooe.

Piginas




UNIVERSIDAD DE OVIEDO

REVISTA

DE LA

FACCLTAD DE- CIENCIAN

Nueva Serie VorLumen XIII Numero 1

OVIEDO
1 9 7 2



Depésito legal: O. 45 - 1958

IMPRENTA Y LIBRERIA "GRAFICAS SUMMA"
Avenida del-Mar, 7 y Dr. Casal, 2 - OVIEDO



EFECTO DE LA SIMETRIA EN LAS PROPIEDADES
FISICAS DE LOS CRISTALES

POR
J. SOLANS HUGUET

Departamento de Cristalograffa y Mineralogfa. Oviedo

Los cristales se caracterizan por ser medios periédicos esencialmente anis6-
lropos presentando simetria en grado variable. Estos hechos influyen en las pro-
piedades fisicas de los cristales, las cuales seran anisétropas, y la simetria provoca
vna reduccion del nimero de constantes necesarias para definir una propiedad de-
terminada. Los métcdos existentes para la deduccién de estas reducciones de coefi-
cientes producidas per la simetria del cristal son generalmente basados en cons-
trucciones geométricas. En el presente trabajo se indica un método distinto basado
en la teoria de grupos.

Conceptos fundamentales

Las propiedades fisicas de los cristales aparecen cenceptualmente al estu-
diar las interacciones entre distintos campos energéticos y el ente periédice que
es el cristal. En la tabla I se indican diversas causas y efectos que producen va-
riaciones de distintos tipos de energia.

TABLA 1

Energia Causa Efecto
Gravitatoria Gravedad Peso
Mecanica Esfuerzo Defermacién
Térmica Temperatura Entropia
Eléctrica Campo eléctrico Polarizacién eléctrica
Magnética Campo magnético Induccién magnética

— — ]
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Las relaciones existentes entre estas magnitudes nos definen las dist'ntas
propiedades estaticas del cristal. Asi, una deformacién aparece al aplicar sobre el
cristal un esfuerzo mecanico, y con ello puede definirse una propiedad: el coefi-
ciente elastico del cristal (d ¢ = ¢ do). Pero el mismo efecto se produce por ac-
tuacién scbre el cristal de otras causas como una variacién de temperatura, o sea,
dilatacién térmica (d ¢ = « dT); por la aplicacién de un campo eléctrico, efecto
piezoeléctrico (d ¢ = & dE); o per la aplicacién de un campo magnético, magneto-
estricciéon (d e = p dH).

Las magnitudes que hemos definido como causas y efectos se representaran
mediante distintos tipos de tensores; per ello las propiedades estaticas de los cris-
teles se representaran por tensores de distinto rango. El calor especifico, definido
a partir de la entropia y la temperatura, ambas magnitudes escalares, serd un es-
calar y por lo tanto quedara definido por un solo coeficiente. Mientras que la
constante piezoeléctrica definida a partir de un vector, campo eléctrico, y de un
tensor de segundo rango el tensor deformacién, serd una propiedad tensorial de
tercer rango, necesitindose en el caso mas genera] dieciocho coeficientes para de-

finirla.

Fundamento del método propuesto

Las propiedades fisicas de lcs cristales y la simetria de éstos se relacionan
por las siguientes leyes:

— Los elementos de simetria que posee una propiedad cristalina, con-
tienen los elementos de simetria del grupo puntual del cristal. (Prin-
cipio de Neumann).

— Una propiedad de un cristal permanecc invariante al aplicar los ele-
mentos de simetria del cristal. (Ley de Curie).

Estas dos leyes son completamente equivalentes, ya que la ley de Curie es
vna consecuencia del Principio de Neumann, pues la prepiedad debe permanecer
invariante para los elementos de simetria del cristal, ya que por el principio de
Neumann sabemos que son también elementos de simetria de la propiedad.

Usando la terminologia de la teoria de grupos, puede enunciarse el princi-
pio de Neumann del siguiente modo:

—El grupo puntual de simetria del cristal es un subgrupo de] grupo
puntual de simetria de cada una de las propiedades fisicas del cristal.

Sea G, el grupo puntual de simetria de la propiedad y D(G, ) su representacién
fiel. Sea G. el grupo puntual de simetria del cristal y Dy(G. ), DG, ),
... D; (G ) las representaciones irreductibles de dicho grupo puntual. Podemos
escribir el principio de Neumann asi:

Gee Gp
en cuyo caso se cumple

D(G,) = Ta; D; (Ge)



siendo a; niimeros enteros que nos indican la multiplicidad con que intervienen
en D(G, ) los distintos D; (G. ). Pero sabemos per la ley de Curie que las pro-
piedades fisicas son invariantes con respecto a todos los elementos del grupo pun-
tual del cristal; dicho en otras palabras, las Ginicas representaciones de G, que in-
tervienen en dicha suma son aquellas cuyos caracteres son todos iguales a +1, y
que se indican mediante el simbolo A,. Por ello, la expresién anterior pasa a ser
DG, ) = a A,
siendo a un nimero entero que nos indica las dimensiones de la representaciém
tiel de G, y A, la representacién irreductible del grupo puntual del cristal que sea
simétrica con respecto a todas las cperaciones de dicho grupo.
Lo anterior nos lleva a la siguiente conclusién:
— Seran nulos los componentes de los tensores que pertenezcan, para
un grupe puntual dade, a representaciones distintas de la A, de dicho
grupo.

Método de deduccion

Como ejemplo del modo préctico de llevar la operaciéon de célculo de las re-
ducciones producidas en los tensores por la simetria, lo indicamos para el grupo
nuntual mm que corresponde al grupo C,, en notacién de Schoenfliess.

El grupo puntual mm estd formado por las siguientes operaciones de sime-
tria: la identidad (1), un giro de = radianes sobre el eje OZ (2, ), una reflexién sobre
¢l plano normal a OX (mx ), y una reflexién sobre el planc perpendicular al eje
OY (my ). La representacion fiel de dicho grupo puntual en el espacio de tres di-
mensiones serd el siguiente grupo de matrices:

1 0 0 —1 0 0 —1 0 0 1 0 0
0 1 0 0 —1 0 0 1 0 0 —1 0
0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1

La tabla de caracteres se indica en la tabla II.

TABLA 1II
1 2, mx my
A 1 1 1 1
A, 1 1 —1 —1
B, 1 —1 —1 1
B 1

2

—1 1 —1

En la tabla III se indican a qué representaciones pertenecen los distintos
componentes de los tensores. Dicha tabla se ha obtenido para los componentes de un
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vector, de la inspeccién de la representacion fiel, ya que ésta correspende a la suma
del espacio de las X, mas el espacio de las Y mdis el espacio de las Z. Para les
demaés tipos de ftensores empleando de medo generalizado la siguiente férmula:

x(x) - % (y) = = (xy)
stendo x el cardcter de cada operacién para la representacion a que pertenecen

X Y, XY.

TABLA 111
x 1 -1 —1 1 B,
y 1 —1 1 —1 B,
z 1 1 1 1 A,
x* 1 1 1 1 A,
y* 1 1 1 1 A,
Xy 1 1 —1 —1 A,
<’y 1 1 —1 —1 A,
x’z 1 —1 —1 1 B,
xy® 1 1 -1 A,
vz 1 — 1 —1 B,
xz’ 1 —1 —1 1 B,
yz* 1 —1 1 1 B,
x*y? 1 1 1 1 A,
x’z* 1 1 1 1 A,
yz* 1 1 1 1 A,
x’yz 1 —1 1 —1 B,
xy’z 1 —1 —1 1 B,
xyz® 1 1 —1 —1 A,
x* 1 1 1 1 A,
y? 1 1 1 1 A,
2 1 1 1 1 A,
z* 1 1 1 1 A,
Xz 1 —1 —1 1 B,
yz 1 1 1 —1 B,
x’ 1 —1 —1 1 B,
y? 1 —1 1 —1 B,
z' 1 1 1 1 A,
X’y 1 1 1 -1 B,
x’z 1 1 1 1 A,
xy? 1 -1 —1 1 B,
vz 1 1 1 1 A,
xz’ 1 —1 —1 1 B,
yz* 1 —1 1 —1 B,
Xyz 1 1 —1 —1 A,




Nétese que si bien el orden en que se tomen x, y, z influye en indicar cual
es el lugar de dicho término en la matriz representativa del tensor, dicho orden no
influye en la determinacién de la representacioén del grupo puntual del crista] a que
pertenece dicho componente. De la simple inspeccién de la tabla III se obtienen las
matrices representativas de las propiedades tensoriales.

Propiedad vectorial (0 0 z)

Propiedad tenscrial de segundo rango a 0 0
0b O
0 0 ¢
Propiedad tensorial de tercer rango 0 0 00 a O
0 00Db O 0)
cde 000
Preopiedad tensorial de cuarto rango abc 000
b de 000
ce f 000
0 00 g 00
0 00 0 h O
00 0 0 0 k

siendo las letras en cada matriz coeficientes distintos.

Vemos, por lo tanto, que debido a la presencia del grupo puntual mm se re-
duce el nimerc de coeficientes necesarios para definir una propiedad vectorial a uno,
tres para la propiedad tensorial de segundo rango, cinco para la propiedad temso-
rial de tercer rango y nueve para la propiedad tensorial de cuarto rango.
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EFECTO DE LAS TEMPERATURAS DE SUBPASTERIZACION
SOBRE MICROORGANISMOS INDICADORES EN EL
MOLUSCO LAMELIBRANQUIO ““TAPES DECUSSATUS*¢

POR

GUILLERMO SUAREZ FERNANDEZ
Profesor Adjunto de Microbiologfa en 1a Facultad de Veterinaria de Leén (Universidad de Oviedo)
y Profesor encargado de Microbiologfa Industrial en Ia Facultad de Ciencias
(Seccidén Biolégicas, de Ledn)

1. INTRODUCCION Y REVISION DEL TEMA

El papel que desempefian los moluscos lamelibranquios en la transmisién de
enfermedades de origen bacteriano (enterobacteriaceas) y virico (enterovirus), es bien
conocido, en especial por lo que se refiere a infecciones de caricter microbiano.
Algunos aspectos relativos a procesos de naturaleza vira] vehiculados por este tipo
ae alimentes, han sido considerados anteriormente por nosotros mismos {1).

El mecanismo de infeccién de los moluscos de la clase bivalvie, subclase la-
melibranchia, se explica por su especial foma de nutriciéon, en relacién con el
grado de contaminacién del medio en que viven.

1.1. Recuerdo anatémico y nutricion de los bivalvos

Los lamelibranquios son molusces bivalvos, pelicipodos, acéfalos, con bran-
quias laminares. Comprimidos lateralmente poseen una concha con dos valvas ar-
ticuladas por medio de un ligamento articular.

Cabe sefialar en ellos las siguientes partes (2):

a) Manto, con des lébulos laterales; cada uno produce una valva.

b) Pie en forma de hacha, con suela, excavador en lechos de arena, lodo

¢ incluso rocosos.

¢) Sistema digestivo, que consta de saco gastrice provisto de estilete, in-

testino con asas visibles, ano o porcién terminal y hepatopancreas.



d) Cavidad palial, limitada por una linea de inserciéon de la musculatura
del manto en la concha y que sigue un trazo regular entre los misculos
aductores o bien forma un seno per incurvacién hacia dentro, punto de
insercién de los musculos retractores de los sifones.

e) Sifenes tubulares, inhalante y exhalante, paralelos, de longitud varia-
ble, provistos de cilios a su entrada y en comunicacién con las bran-
quias y sistema digestivo.

f) Branquias laminares, bien desarrolladas, ccn la funcién de acumular
alimento, ademas de la respiratoria.

g) Sistemas circulatorio y nervioso elementales.

Los bivalvos, en general, son alimentadores de filtro, en los que las bran-
quias, cubiertas  de moco, realizan, ademas de ]a funcién respiratoria, la de atra-
par materiales alimenticios. Tanto el oxigenc como las particulas organicas llegan
a las branquias a través de los sifones o tubos, que se extienden a través de las
valvas entreabiertas, alcanzando una longitud de varios centimetros. Los cilios vi-
bratiles de los propios sifones provocan una cerriente de agua continua.

El caudal de estos filtros vivientes fue determinado por Eyre (3) en dos litros
por hora.

Las particulas mas gruesas de sedimento que llegan a los filamentos bran.
quiales son desplazadas por un sistema de cilios a lo largo de las branquias, hacia
e] pie y al borde ventral del manto. E] sedimento méis fino se mezcla con las se-
creciones de las glandulas hipobranquiales." En las branquias se realiza por tanto
una clasificacién por tamafios, siendo seleccionadas para la ingestion las partidas
mas finas.

El material rechazado por las branquias abandona la cavidad del manto per
el sifon de descarga (4). Siendo ésta la explicacién fisiolégica, los moluscos con-
taminados podrian purificarse por si mismos pérmaneciendo en aguas salobres sin
contaminar y, en efecto, asi es, come. demostraron Dodgson (5) y Allen et al. (6),
de tal manera que es suficiente una permanencia de cuarenta y ocho horas en agua
de mar exenta de gérmenes para que los bivalvos queden libres de bacterias.

Las particulas destinadas a la ingestion (entre ellas los virus, probablemente),
pasan, mezcladas con moco, de las branquias al surco alimenticio y al saco gastrico,
provisto de un estilete ¢ bastoncillo compacto, largo, llamado estilete cristalino,
de naturaleza proteinica y revestimiento mucoide. Dicho estilete gira debido a la
accién de los cilios del saco y se apoya por su extremo anterior en el escudo gas-
trico. Durante el proceso se liberan enzimas diversos perc no proteasas que dige-
rirfan al mismo estilete, La digestion de las proteinas es intracelular (4).

Al llegar a este punto se nos ocurre la siguiente pregunta: ;Son realmente
asimilados los virus, provistos de una cubjerta de naturaleza lipoproteica? No existe

(1) Este mecanismo podria explicar las dificultades que se presentan en la depu-
racién de moluscos contaminados por enterovirus.
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informacién en la literatura rezpecto a este extremo y seria por demas interesante su
aclaracién para un perfecto conocimiento del papel de estos animales en la trans-
misién de enfermedades viricas, de las que es prototipo la hepatitis infecciosa.

1.2. Desenvolvimiento de los gérmenes patégenos en el aguw de mar

Las zonas en donde se crian las almejas, ostras, mejillones, etc., se encuen-
tran proximas al litoral, y para la cria artificial en parques y viveres se eligen lu-
gares en los que abunda la materia orgénica, a fin de obtener un crecimiento més
rapido.

La materia organica se debe, generalmente, a] vertimiento a] mar de aguas
residuales, cloacas y de riego y ello significa con frecuencia la contaminacién bae-
teriana de las aguas maritimas costeras.

La contaminacién se favorece, ademds, por circunstancias diversas. Si las
cleacas desembocan en zenas de escasa profundidad y soplan los vientos de mar a
tierra, la contaminacién tiende a extenderse a lo largo de la costa.

Si es un rio contaminado el que penetra en el mar, sus aguas, de menor den-
sidad, se mantienen superficiales y préximas a la costa, siempre que €] mar se halle
en calma relativa.

Los gérmenes responsables de infecciones e intoxicaciones de origen alimen-
tario no encuentran un medic idéneo para su desarrollo en un substrato hipersalino
si se trata de enterobacteriaceas, pero no puede decirse lo mismo de las variedades
del Streptococcus faecalis (enterococos) o del Staphylococcus aureus.

Se ha mencionado extensivamente la accién antagénica del plancton marino
scbre las bacterias patbgenas, pero estudios realizados con motivo de la presen-
tacién de brotes toxicos o infecciones de este origen han demostrado la posibilidad
de supervivencia de los agentes causales en el medio marino. (7).

Los gérmenes encuentran una proteccién especial al sedimentarse sobre el
lecho marino, rico en material orginico (8) y en nuestro pais se han realizado al-
gunos estudios que prueban el anterior aserto, encontrando sobre la superficie de
sedimentes marinos las especies Escherichia coli, Streptococcus faecalis y Salmo-
nella typhosa (9).

1.3. Microflora de los moluscos lamelibranquios.

Debe distinguirse entre la microflora norma] y la patégena. La primera per-
tenece a los géneros Pseudomona y Flavobacterium, principalmente. Menos frecuen-
tes son las especies pertenecientes a los géneros Micrococcus, Bacillus, Serratia y
Sarcina.

La flora patégena, accidental, estd representada por enterobacterias (géneros
Salmonella, Shigella, Escherichia y Proteus), enterococos (estirpes patégenas del
Streptococcus faecalis), género Vibrio (V. parahaemolyticus, muy poco frecuente
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a nc ser en los mares orientales) y Clostridiaceos (Cl. perfringens, de manera pre-
ferente). '

El agua intervalvar, las branquias y el hepatopancrcas son las partes del
molusco mis ricas en gérmenes (10).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la celebracién del simposio sobre productos de la pesca, celebrado
en el mes de agosto de 1970 en Santiago de Compostela, coincidiendo con la V Se-
mana Nacional Veterinaria, pclarizamos nuestra atencién sobre el tema ‘“contami-
nacién y purificacién de moluscos” intercambiando amplia informacién con espe-
cialistas nacionales y extranjeros. Posteriormente y siguiendo orientaciones alli re-
cibidas, hemos realizado una amplia revisién bibliografica sobre el aspecto que nos
ccupa, llegando a la conclusién de que se carece de la debida informacién acerca
de las consecuencias de un tratamiento térmico moderado sobre la microflora de
los moluscos comestibles. Frente a esta situacién contrasta la extrema atencién que
se presta en nuestro pais a la depuracién de molusces, con la creacién de un sin-
nimero de estaciones depuradoras de todo tipo.

La depuracién, siempre que se realice con el debido control, supone un gran
avance en el campo de la higiene alimentaria; ahora bien, no puede garantizar nun-
ca, de manera absoluta, la ausencia de gérmenes patégenos en los moluscos, as-
pecto que se comprendc mejor si reccrdamos su forma de nutricion.

Con la aplicacién de temperaturas elevadas, se consigue, sin embargo, fi-
cilmente, el saneamiento de los moluscos; pero un nuevo inconveniente hace su
aparicién; la consistencia, textura y sabor se modifican profundamente por medio
de la coccién, en especial en algunas especies de mas fina calidad, cemo ostras y
almejas, cuyo consumo en fresco es la norma, o, al menos, frecuente.

La aplicacién de la relacién equivalente tiempo/temperatura propia de la
pasterizacién (71,7°C durante 15 segundos a 62,8°C por espacio de 30 minutos),
es posible a temperaturas aproximadas a 65° C durante un tiempo que permita la
permutacién térmica entre €l cuerpo del molusce y el agua a temperatura cons-
tante; y, la textura, sabor y calidad del producto pasterizado se asemejan mucho
mas, evidentemente, a su estado fresco.

En realidad, el concepto de pasterizacién industrial sigue en todos los casos
las ideas de Dahlberg (11), quien eligié un cierto nimero de combinaciones de
tiempe y temperatura como norma de pasterizacién, basindose en la idea de que
el efecto térmico de reduccién microbiana es una funcién logaritmica de] tiempo,
para una misma temperatura y en el punto letal térmico del M. tuberculosis. En la
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actualidad, se sigue considerando valido e] primer principio, pero se estima, por
lo que se refiere al segundo, que existen especies patdgenas mas resistentes que el
propio bacilo tuberculeso, como es el caso de la Coxiella burnetti, y ello ha creado
una tendencia a elevar las temperaturas de pasterizacién de algunos productos (le-
che por ejemplo) con el fin de mantener un margen razonable de seguridad por
encima de los puntos letales térmicos de las bacterias patégenas mds resistentes.

Perc por lo que respecta a los moluscos, revisadas las obras de Tanner y
Tanner (12), Dack (13), Dewerry (14), Hobbs (15) y Rieman (16), entre otras, no
se encuentra un solo caso en que se cite a los moluscos como vehiculo de la in-
feccién tuberculosa humana, ni de la fiebre Q, cuyos agentes figuran entre les mas
resistentes, dentro del grupo de gérmenes patégenos.

En realidad, en el caso de los moluscos, el saneamiento por pasterizacién se
reduce haciendo abstraccién de los enterovirus, a la eliminacién, de alguna manera,
de las entercbacteriaceas patdgenas y, posiblemente, de cocos patdgenos (estafileco-
cos y enterococos).

En armonia con estas ideas hemos conducido nuestra investigacién a fin de
contribuir al conocimiento de los efectes de las temperaturas de subpasterizacion
sobre ciertos gérmenes indicadores, con los que se habian contaminado experi-
mentalmente lotes de bivalvo Tapes decussatus.

3. MATERIALES Y METODOS

La parte experimental se planeé con arreglo a las siguientes bases:

a) Seleccion de lotes de almejas (T'apes decussatus), uniformes, de tamanc
medio, vivas, exentas de gérmenes coliformes y enterococos.

b) Mantenimiento en agua salada, a la que se adicionaban cultives de Es-
cherichia coli y Streptococcus faecalis, por espacio de 24 horas.

¢) Contrcl bacteriologico del grado de contaminacién.
d) Calentamiento a temperaturas de subpasterizacién en agua potable.

e) Efecto de las temperaturas sobre el nimero de microorganismos viables.

5.1, Caracteristicas de los lotes de almeja (Tapes deoussatus) seleccionados.

Se eligieron almejas del Cantébrico, vivas, de 5 cm de longitud por 3,5 cm
de anchura, aproximadamente. Los lctes eran de 15 unidades de las cuales cuatro
ce destinaban al analisis bacteriolégico inicial (determinacién de] nimero de co-
liformes y enterococos) y ocho a la contaminacién artificial, seleccionando en am-
bos casos los individuos que abrian sus valvas y extendian les sifones y pie en
agua adicionada de cloruro sédico en la proporcion de 40 gramos por litro.
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3.2. Condiciones del medio acuoso de mantenimiento.

Se empleé agua petable de pozo artesiano, cuyas caracteristicas analiticas
fueron las siguientes:

Cloruro sédico .......eene.... e

5

g
Oxido de cal ......... 35 mg
Oxido de magnesio . 3 mg
Sulfatos ............... DT e 2 mg
Materia organica ......... e 2 mg

Se adicioné cleruro sédico en la proporcién de 40 gramos por litre: en un
recipiente de acero inoxidable de 30 em de longitud, 20 de anchura y 20 de altura,
conteniendo ocho litros de agua en agitacién suave por medio de un dispositive en
hélice de vidrio, accionado por circuito de agua a presién.

3.3.  Estirpes microbianas utilizadas en la contaminacion y modo de realizar ésta.

Se emplearon las cepas de ATCC Escherichia coli subsp. communior n.° 4.350
y Streptococcus faecalis n.° 7.080. Ambas cepas son catalogadas como patbégenas y
capaces de producir toxi-infecciones de tipo alimentario por lo que a su cualidad
de gérmenes indicadores unen la de su poder infectante directo.

Después de cultivadas, en varios pases, en calde de corazén de buey y ce-
rebro de ternera, se sembraba una gota de cultivo de 18 horas a 37° C, extendiendo
con varilla de vidrio acodada sobre la superficie de una placa de agar nutritivo.
Se incubaban las placas sembradas con ambas cepas a la temperatura de 37°C por
espacio de 24 horas y obteniamos por lavado de la superficie de siembra, cen so-
iucién salina fisiolégica, una suspensién microbiana que se diluia por comparacién
con los tubos opacimétricos de Brown hasta 10° gérmenes por c.c.

De cada una de las estirpes se afiadian 8 c.c. para los oche litros de agua sa-
lada, con lo que la concentracién microbiana por c.c. del medio liquido era de 10.°

Para contaminar las almejas se observaba el comportamiento fisiolégico de
los individuos del lote en agua salada durante des horas y se dejaban ocho entre
los de mayor vitalidad aparente (movimiento de sifones, pie y valvas, -formacion de
estalactitas de moco), extrayendo otros cuatro para realizar las pruebas de enume-
racién de coliformes y enterococes, con el fin de anular o corregir el resultado de
la experiencia si existia una ccntaminacién previa. Los ejemplares de menor viveza
se eliminaron de la experiencia correspondiente en todos los casos.

Colocados dos individuos en pcsiciones equidistantes sobre el fondo del reci-
piente se conectaba al grifo el dispositivo hidraulico de agitacién suave, se afia-
dian los cultivos y se mantenia la relacién molusco/gérmenes contaminantes por es-
pacio de 24 horas. En este momente se retiraban cuatro almejas para realizar un
segundo contaje, o de referencia, y las cuatro restantes se sometian a las pruebas
de calentamiento.
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3.4. Efecto de las temperaturas de subpasterizacion sobre el nimero de gérmenes
viables.

Esta caracteristica ha de deducirse de la diferencia entre el grado de con.
taminacién anterior y posterior al tratamiento térmico.

En tedos los casos se emplearon para realizar los contajes los mismos me-
dios de cultivo y técnicas.

a) Enumeracién de coliformes: Medio de Agar Bilis Rojo neutro Cristal
violeta (DIFCO), distribuido en placas de Petri de 10 cm de didmetro.
Siembra en superficie. Incubacién de 48 horas a 37°C.

b) Determinacién del nimero de enterococos: Medio de Agar Maltosa Azi-
da Tetrazolio. Distribuido en placas de Petri de 10 cm de didmetro previa
siembra en el espesor. Incubacién por espacio de 48 horas a 37°C. La

preparacién del medio se realiz6 de acuerdo con las especificaciones de
Kenner et al (17).

¢) Gérmenes totales: Medio de Agar Triptona Glucosa (DIFCO). Distri-
buido en placas de Petri de 10 cm de diametro previa siembra en el
espesor. Incubacién durante 48 horas a 37° C.

3.4.1. Técnica y temperaturas de calentamiento.

Las relaciones de tiempe/temperatura elegidas fueron:

57,2 grados centigrados durante una hora.

60 grados centigrados durante cuarenta minutos.

62,8 grados centigrades durante veinticinco minutos.

Estas condiciones de calentamiento pueden considerarse como temperaturas
de subpasterizacion de acuerdo con el menograma cronométrico de Dahlberg (11).

Para cada relacién térmica se siguieron cinco experiencias en idémticas con-
diciones.

El canlentamiento se efectué en un bafic termostitico de una sensibilidad
de 0,1 grado centigrado, depositando cuatro almejas en el agua a la temperatura
requerida. Finalizado el calentamiento se extraian los ejemplares mediante pinzas
y toméndclos con un pafio estéril se vaciaba todo su contenido en el vaso de tri-
turar mediante el empleo de un cuchillete flameado previamente.

3.4.2. Indice de contaminacion del molusco y su determinacion.

Este ensayo, bésico en nuestra experimentacién, se realizé en las fases de
molusco fresco, contaminado y sometido a calentamiento, utilizando los medios ya
citades, para coliformes, enterococos y gérmenes totales.
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La determinacién se realizé sobre el total del contenido de las almejas, tri-
turando en vaso de vidrio estéril, mediante agitador eléctrico de cuchillas, el ma-
terial extraido del lote de cuatro ejemplares.

En la realizacién de diluciones y siembra se siguieron las técnicas recomen-
dadas por Harrigan y Mc. Cance (18).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidcs en los contajes iniciales, y después de someter al
molusco Tapes decussatus a condiciones experimentales de contaminacién artificial,
y a pruebas de calentamiento a 57,2° C durante 60 minutcs, de 60°C por espacio
de 40 minutos y de 62,8° C por un tiempo de 25 minutos se resumen a continua-
cién en el siguiente cuadro:

Resumen de la medida de 25 determinaciones para cada microorganismo ensayado.

Contam. Contam. 57,20 C 600 C 62,80 C

natural artificial 60 min. 40 min. 25 min,
Esch. coli 4 5.10° 3.10° 2.10 0
Str. faecalis 1 3.10° 4.10* 6.10° 0
Gérmenes totales 7 2.10* 10° 10¢ 3

Los resultados obtenidos parecen ciertamente esperanzadores en cuanto al
posible empleo de temperaturas de subpasterizacién en el saneamiento de moluscos.

La tmperatura de 62,8°C aplicada por espacio de 25 minutos reduce la mi-
croflora centaminante en mds de seis ciclos logaritmicos, lo que permite garantizar
la eliminacién de las bacterias de origen entérico, ya que no parece posible, en
condiciones naturales, una contaminacién tan intensa en los lamelibranquios.

La textura y el sabor de la almeja en estas condiciones se asemeja a los pro-
pios del molusco vive, en especial por lo que se refiere al sabor. Se observa ini-
camente una ligera retraccién del cuerpo, con ligera pérdida del liquido y un tono
de coloracién algo mas oscuro, caracteres éstes comprobados en lotes testigo so-
metidos a un proceso de calentamiento analogo.

El significado del presente estudio parece, per tanto, prometedor por cuanto
la temperatura de 62,8° C no produce una desnaturalizacién de las proteinas y enzi-
mas del cuerpo de la almeja fina (Tapes decussatus).
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RESUMEN

Se realiza un estudio experimental, en condiciones artificiales de laboratorio

rometiendo veinticinco lotes del molusce lamelibranquio Tapes decussatus, previa-
mente contaminado con una estirpe de Esckerichia coli (ATCC n.° 4.350) y otra de

Streptococcus faecalis (ATCC n.° 7.080), a la accién de diversas temperaturas de
subpasterizacién.

Se obtienen resultados prometedores en cuanto al empleo de temperaturas

préximas a 63°C en el saneamiento del mclusco, por cuanto éste conserva su sabor
fresco al tiempo que la microflora contaminante pierde su vitalidad.
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CINETICA Y MECANISMO DE DESCOMPOSICION DEL ACIDO
6—-AMINO PINICILANICO EN DISOLUCION ACUOSA

POR
CARLOS LOPEZ CASTELLANI

CAPITULO 1

INTRODUCCION

En 1953, Kato (7) publicé ciertas cbservaciones sobre la fermentaciéon de
penicilina sin adicién de precursores demostrando que, en estas condiciones, se
obtiene una “Penicilina imperfecta”, es decir, sin ninguna propiedad antibidtica,
pero capaz de actuar como substrato frente a la penicilinasa, supuso que podria
tratarse de un precursor de la penicilina, aunque no intenté aislarlo. Demain (2)
confirmé la presencia del compuesto de Kato en fermentaciones con ‘“Penicillium
chrysogenum” sin precursor. Batchelor y col. (3) comprcbaron la existencia de
una discrepancia entre el ensayo quimico y el biolégico en las fermentaciones
realizadas con “Penicillum chrysogenum” sin precursor y consideraren que tal
discrepancia pedia ser debida, al menos en parte, a la presencia de nilcleos de
la molécula de penicilina. Comprobaron que al extraer las penicilinas naturales
del medio, empleando técnicas convencicnales, quedaba en e] caldo una sustancia
que reaccionaba con el cloruro de acido fenilacético para dar bencilpenicilina y, si
se empleaba el cloruro de 4cido fenoxiacético, fenoximetilpenicilina (Penicilina V).
A partir de estos resultades, llegaron a la conclusén de que la sustancia debe com-
tener el nicleo fundamental de penicilina, que consiguieron aislar y cristalizar para
su posterior caracterizacién. Siguiendo la nomenclatura de Sheehan y col. (4), lo
denominaron acido 6-Aminopenicildnico. Su estructura comprende un doble anillo
tiazolidin (-lactama, que ccrresponde al niicleo fundamental de todas las penicilinas.

Batchelor, Chain y Rolison (5), y Rolison {6) describen con detalle los mé-
lodos para detectar el 4cido 6-Aminopenicildnico en fermentaciones carentes de pre-
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cursor. Empleando tales métodos, confirmarcn que lag discrepancias entre los ana-
lisis qu‘micos y biolégicos son debidas, en parte, a la presencia de dicho compuesto
v otras, a causa de la presencia de penicilinas con menor actividad biolégica que la
hencilpenicilina.

S

/ N\ /CH3
HoN - CH CH Cy

I I

co

N—=HC—COOH

El aislamiento y caracterizacién del dcido 6-Aminopenicilénice han suminis-
lrado un método de obtencién de penicilinas, denominadas semisintéticas, con ca-
denas distintas a las obtenidas por fermentacién, y asimismo la posibilidad de ob-
tener un antibiético de amplio espectro, estable en medio 4cido, resistente a la pe-
nicilinasa y carente de prepiedades alérgicas.

La separacién de la cadena lateral de las penicilinas por hidrélisis enzima-
tica fue sugerida primeramente en un trabajo de Sakaguchi y Murao (7). Estos au-
tores indican que del micelio de Penicillium chrysogenum y del Aspergillus oryzae,
asi como del Taka diastasa, se obtiene un preparado enzimitico que denominaron
“Penicilamidasa”. Este preparado era capaz de hidrolizar la bencilpenicilina en aci-
do fenilacético, y un compuesto que denominaron ‘‘Penicin” (6-APA). La reaccién
quedaria formulada de la siguiente forma:

5. ¢E
/ \ /93 H20
CeH; = CH2 = CO = NE——CH € e
l CHj Amidasa
€0 ——— N ——— CH—COOH

S
/" \\ CHy
——w= CgHg - CHp - COOH + HpN - CH——CH 0\033

€0 ~——N——CH—COO0H

Acido fenilaoétioco

"Penioin"

El gran interés por el acido 6-Aminopenicilanico (en lo sucesivo 6-APA),
aislado de caldos de fermentaciéon y la demostracién de su utilidad en la sintesis
de penicilinas (8), ha dado origen a un estudio exhaustive de desacilacién de las
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mismas, realizados por diverses grupos de investigadores. Como resultado de in-
tensos trabajos, el 6-APA fue obtenido asi simultaneamente en cuatro laboratorios
diferentes: (9), (10), (11) y (12). Se encontraron dos tipos distintos de enzimas
capaces de desacilar penicilinas: el primero, ampliamente distribuido entre diversos
tipos de actincmicetos, hongos filamentosos y ciertas levaduras, hidroliza rapida-
mente la pentil, la heptil y la fenoximetilpenicilina; en cambio, lo hace muy len-
tamente si el substrato es la bencilpenicilina. El segundo tipo ded enzima es de
origen bacteriano, se encuentra principalmente en los géneros Escherichia y Alca-
!igenes, desacila muy ripidamente la bencilpenicilina y lentamente la fenoximetil-
penicilina,

La preparacién del 6-APA. por métodos microbiolégicos, ofrece serias di-
ficultades, tales ccmo la posible contaminacién con sustancias formadoras de pe-
nicilinasa, que originan la ruptura de] amillo f-lactdmice de la penicilina de par-
tida para dar el correspondiente &cido penicilinoico. En la actualidad, se va gene-
ralizando la obtencién de 6-APA por métodos quimicos basados primeramente en
la proteccién del grupo carbonilo de la penicilina, a] ser esterificado en medic an-
hidro, al objeto de poder actuar sobre el grupo amido de la cadena lateral para
formar un aminoéter que, por hidrélisis, proporciona el 6-APA.

El 6-APA es un sélido blance, no higroscépico, que funde con descompo-
sicién a 208-209° C; es dpticamente activo, aunque la rotacién depende de] pH, par-
ticularmente en el intervalo acido; la valoracién electrométrica nos indica un grupo
acido de pK, 2,3 aproximadamente, y un grupo amino débilmente basico de pK,
de alrededor de 5,1. Entre sus propiedaes cabe destacar el hecho de que se destruye
por las bases fuertes (ccmo todas las penicilinas) pero, debido a su estructura, es
relativamente estable en disolucién &dcida. Aunque el 6-APA es un substrato para
la penicilinasa, es mas resistente a la accién de este enzima que la propia penici-
lina G. Al grupo amino se atribuye la mayoria de las reacciones que tienen lugar
en disolucién ocuosa, a pH neutro. Grant y col. (13) indican la formacién de po-
limeros en disoluciones concentradas de 6-APA. Batcheler (14) y Johnson (15) des-
cubren que el 6-APA reacciona con el diéxido de carbono, formando un compuesto

de la siguiente férmula estructural:
S

\ cE
H00C — cE—cf ¢ >
CHy

C N CH COOH

Este nuevo compuesto es el éacido 3,3-dimetil-8-oxo0-4-tie-1,7-diazobiciclo
(3,3,0)-octano-2,6-dicarboxilico, cuya féormula empirica es C;H,N,0;S, y su peso
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molecular 260,26. Aunque este compussto se presenta principalmente segin la es-
tructura anteriormente indicada (un cetotautémerc), también puede existir en la
forma endlica, de férmala:

S
/ CHj
H0OC =— CH——CH \C< '
CH3

x ,
('lf_.'; X CH COOE
OH
Moss y ccl. {16) han encontrado que el 6-APA reacciona con azlicares re-
ductores, a temperatura ambiente y pH neutro, dando lugar a derivados que son,
probablemente, compuestos N-glucosidicos del 6-APA. La presencia de estas cade-
nas laterales glucosidicas no solamente protege al amillo B-lactimioo de la hidro-

lisis por penicilinasa, sino que también hace decrecer, de ferma sustancial, la ac-
tividad antibacteriana que exhiben las discluciones concentradas de 6-APA, en una
relacién de actividades de glucésido-6-APA y 6-APA de 1:230 frente al B. subiilis,

como podria esperarse de compuestos de estructura:

S
CH2OH ? /\ /CH,?,

C—=———N-—CH - COOH
OH oH o’

1.2. Descomposiciéon del dcido 6-Aminopenicilinico en disolucién acuosa.

El 4cido 6-Amincpenicilanico en disolucién acuosa (I) es susceptible de ser
atacado por reactivos mucleéfilos, produciéndose la apertura del anillo B-lactamico.
El ejemplo méas simple es la reaccién con iones hidroxilo, que da lugar a la sal
de un f-aminoicido dicarboxilico, “Acido Penicico” (III). En disclucién diluida
esta reaccion es rapida y cuantitativa, constituyen el fundamento de diversos mé-
todos analiticos (17), (18), (19).

Debide a que el 4cido 6-Aminopenicilanico no contiene cadenas laterales, no
puede sufrir transfcrmaciones intramoleculares para formar &cido penicilénico o
dcido penilico y, por esta razén, es relativamente estable frente a los acidos. En
medio acido, empleando el reactivo de Pan (20) —écido arsenomolibdico-cloruro
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mercilirico—, Dennen y cel. (21) comprueban la transformacién del 6-APA a Acido
Penicico protonizado (II). El reactivo se reduce a “azul de arsenomolibdeno” y la
reaccién puede seguirse midiendo la absorcién a 800 mp.

La reaccién mas importante del 6-APA es, desde luego, su acilacién para
dar penicilinas. Un caso especial de N-acilacion es el ataque nuclecfilico de un
grupo amino primario de una molécula de 6-APA sobre el anillo §-lactdmico de
otra molécula, formando poliamidas (IV). Grant y col. (22) observan esta reaccién
en disolucicnes acuosas neutras de 6-APA y también en disolucienes reguladoras
de fosfatos mantenidas en reposo algunos dias a temperatura ambiente. La ruptura
del anillo {-lactdmico se comprueba por la desaparicién de la banda 5,6-5,7 p en
espectro infrarrojo y la disminucién de su capacidad de reaccién frente a la hi-
droxilamina a pH neutro. La formacién de enlaces de amina mcnosustituida provoca
la aparicién de bandas de absorcién a 6,0 y 6,6

El peso molecular del polimero, calculado a partir de los grupos f-lactama
residuales, es 1.770, siendo 1.570 el encontrado por valoracién de lcs grupos amino
primarios; o que indica que el péptido esta formado por la unién de siete a ocho
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/ \ /CH3

HoN = CH—CH ¢

N\
l CHg
_C——N——CH = €00~
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- CH— C
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2 |
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o’ on
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unidades de 6-APA. Por otro lade, Batchelor y col (23) encuentran que en diso-
luciones més diluidas, o para tiempos més cortos, se obtiene una mezcla de polime-
ros de menor peso molecular, de los cuales €l ccmponente mas sencillo (n = 1), es
biolégicamente activo.

L3 Bibliografia sobre la descomposicién del dcido 6-Aminopenicilanico.

El tinico trabajo de tipo cinético es e] de Dennen (24), el cual sigue la descom-
posicion del acido 6-Aminopenicildnico midiendo la pérdida del anille B-lactimico,
en disoluciones acuosas a pH neutro y bésico, a diversas temperaturas, al hacer
reaccionar lo molécula de 6-APA con una disolucién neutra de hidroxilamina para
dar hidrexamato, seguida de] desarrollo de color con cloruro férrico (25).

Las concentraciones de 6-APA empleadas estin comprendidas entre 0,5 y
0,92 M; los pH entre 5,8 y 10, y las temperaturas entre 60 y 90° C. El autor en-
cuentra que, entre pH 5,9 y 6,6 la cinética de descomposicion es de primer orden,
siendo de 6rdenes mas elevados a pH superiores. La maxima estabilidad de la mo-
lécula, a todas las temperaturas examinadas, se encontré a pH 8, aproximadamente.

En determinadas condiciones, se forman productes de polimerizacién fécil-
mente detectables por absorcién en el espectro ultravioleta. El producto descom-
puesto presenta un méximo de absorcién a 304 m |1, mientras que el Acido Penicico
apenas tiene absorcién a esta longitud de onda.

Las discluciones reguladoras empleadas en el trabajo fueron de fosfatos y
de hidroximetil-aminometano (TRIS) en sus respectivos intervalos, siendo su con-
centracién inicial sistematicamente el doble de la concentracién inicial de 6-APA.

No se determina ni se aisla el efecto producido por los componentes de es-
tas disoluciones, ni se tiene en cuenta la influencia de las sales neutras en la vele-
cidad de descomposicién al no realizar los experimentos a fuerza ibénica constante.

Parece, pues, conveniente profundizar en e] estudio cinético de tal descom-
posicién, y objeto de la presente Memoria es estudiar la estabilidad del acido 6-Ami-
nopenicildnice: en disolucién acuosa, en funcién del pH y de la temperatura, asi
como la influencia catalitica de los distintos aniones empleados, para fijar cada
uno de los pH del intervalo, asi como el efecto salino primario. Finalmente, se
pretende encontrar las ecuaciones que permitan predecir la estabilidad del acido
6-Aminopenicilanice: en disolucién acuosa, en funcién del pH y de la temperatura.
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CAPITULO 11

TECNICA. EXPERIMENTAL

I1. 1.—Método analitico.

La concentracién de 6-APA en disolucién, a las distintas temperaturas y pH
estudiados, se ha determinado iodométricamente, de acuerdo con la técnica de Oer-
tenblad (26), introduciendo algunas modificaciones en la adaptacién del método (27).

El procedimiento empleado es el siguiente: se teman dos Erlenmeyers con
lapén esmerilado, de 125 cm® de capacidad. A cada uno de ellos se le afiaden 4 cm®
(1,53 mg) de la disolucién problema de la sal sédica del icido 6-Aminopenicilanico.
Al primero- de los Erlenmeyers (Ensayo) se le afiade 1 cm” de hidréxido sédico 1N
y se deja a temperatura ambiente durante 15 minutos. Al fina] de este tiempo, se
neutraliza con 1 cm® de 4cido clorhidrice IN y se afiaden 5 cm® de disolucién re-
guladora de ftalato acido de potasio de pH 4,5 y 10 cm® de iodo 0,0LN (reciente-
mente preparado a partir de una disolucién de tiosulfato sédico 0,1N), empleando
almidén como indicader.

Al segundo Erlenmeyer (Blanco) se le afiade directamente la disolucién amor-
tiguadora y la de iodo, valerando e] exceso de iodo con tiosulfato sédico 0,01N,
ccmo en el caso anterior.

Las disoluciones de los reactivos se preparan de la siguiente forma:

a) Tiosulfato sédico 0,1N.

Se disuelven 50 g de tiosulfato sédico y 400 mg de carbonato sédico en
agua destilada, en un matraz aforado de dos litros. Se deja des dias antes de su
empleo y se valora fremte a una disolucion de 2 g de ioduro potdsico, disueltos
en 10 cm® de una disolucién valorada de iodato potisico 0,1N, acidulada con 3 cm?®
de 4cido clorhidrico al 50 %.

b} Iode 0,1N.

Se disuelven 26 g de iodo y 72 g de ioduro potasico en la mencr cantidad
de agua posible y, a continuacién, se enrasa cen agua destilada hasta dos litros.
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Se valora mediante el tiosulfate sédico 0,IN, empleando almidén como indicador.
c} Disolucién reguladora de ftalato icido de potasio de pH 4.5.
Se pesan 60 g de ftalate dcido de potasio, se disuelven en 500 cm® de agua,

ce afiaden 80 cm’ de hidréxido sédice 0,IN y se completa con agua destilada hasta
un litro en un matraz aforado.

II. 2. Preparacién y caracteristicas de los compuestos utilizados.

Los reactivos empleados, tanto en la preparacién de las mezclas reguladoras
come en las disoluciones valeradas, son de la maxima pureza. En general, se han
utilizado productos puros para anilisis, de la casa “MERCK”.

a) Bencilpenicilina potésica.

Se utiliz6 como materia prima para la sintesis del 6-APA, bencilpenicilina
procedente de “ANTIBIOTICOS, S. A.”, de una pureza de] 99,6 %, centrolada por
vosotres mediante los métodes iodométrico y biolégico.

b) Acido 6-Aminopenicilanico (28).

En un matraz de cuatro bocas, de un litro de capacidad, provisto de agitador,
termometro, embudo de adicién, refrigerante y bafio exterior de enfriamiento, se
suspenden 29,8 g (0,08 moles) de bencilpenicilina petasica en 300 cm® de cloro-
formo. A continuacién, y manteniendo la agitacién, se afiaden, sucesivamente, 32 cm?®
(0,271 moles) de quinoleina y 1445 cm® (0,116 moles) de dimetilclorosilano; este
Gltime reactivo se adiciona lentamente, manteniendo la temperatura entre 20 y 26° C.
Después de agitar durante 40 minutos, se enfria la suspensién a —25°C. A esta
temperatura se afiaden 18 g (0,0866 moles) de pentacloruro de fésforo. Después
de un perfodo de reaccién de tres horas, se afiaden 200 cm®’ de n-propanol con
fuerte agitacion, pero de tal forma que la temperatura no sea nunca superior a
—20° C. Después de un periode de reaccion de dos horas, se afiade, con agitacién,
la mezcla reaccionante sobre 175 cm® de agua, y se mantiene el pH a 4,0 empleando
bicarbonato aménico. Después de doce horas a 4° C, se filtra y se lava, primero con
65 cm® de una mezcla de metanol-agua al 50 % y, finalmente, con 70 cm® de ace-
tona. Después de secado el producto asi obtenido, en estufa de vacio a 35°C, se
obtuvieron 13,85 g de 4cido 6-Aminopenicilanico.

¢) Sal sodica del acido 6-Aminopenicilanico.

En un reactor de un litro de capacidad, provisto de termémetro, agitader,
dispositivo de adicién y bafio exterior de enfriamiento, se suspenden 18,2 g (0,08
moles) de acido 6-Aminopenicilénico en 380 cm® de cloruro de metileno. A con-
tinuacién, se afiaden 23,7 cm® de Trietilamina hasta disolucién completa. Mante-
niendo la agitacién, se baja la temperatura a 5°C y se adicionan 66 cm® de una di-
solucién de 2-Etilhexoato sédico al 40 % en butanol; después de tres horas de agi-
tacién, les cristales formados se separan por filtracién, se lavan con 50 cm® de
cloruro de metileno y se secan a 60°C y 1 mm Hg de presién, obteniéndose 18 g
de sal sodica del acido 6-Aminopenicilanico.
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El esquema de las reacciones que tienen lugar es el siguiente:

Quinoleina +

S Trimetilclorosilano
CH/ \C,°H3
CgHsg - ﬁ -¥§H - (l:H l oy
co N~—— CH— COOH
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—e= CgH5 = i = = \CB3 J—
o |
CO == N—— CH-C00Si-(CH3)3
/S\ CH
7293
—— 0635 - (|3=N - CH——CH C\CH3 PClS
—————————
a ||
€O ——— N—— CH-C005i-(CH;)
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I | ' \CH3
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6 Amino penicilinato sédico
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La pureza del producto asi obtenido se comprobé por:
a) Determinacién de nitrégeno.
b) Valoracién iodemétrica.

En el primer caso, la determinacién nitrégeno se hizo por medio de un micro
Kjeldhal. En una serie de determinaciones, el valor medio encontrade: fue 11,78 %
de nitrégeno, siendo 11,77 % el valor teérico.

La pureza quimica del producto fue determinada iodométricamente, encon-
trande, para una serie de valoraciones, una pureza del 99,8 %.

El poducto tiene una humedad del 0,1 %, determinada por el métedo de
Kar] Fischer, lo que supone una pureza del 99,9 % para la sal sédica del acido
6-Aminopenicilanico.

1. 3. Valoracion del dacido 6-Aminopenicilanico en presencia de sus productos de
descomposicion.

Para contrastar el métode iodométrico en el estudio de lo cinética de des-
composicion de la sal sédica del 6-APA, en medio acuoso, es necesario estudiar sus
limites de validez cuando estdn presentes los productos de descomposicién. Con este
objeto, se han preparado una serie de discluciones quc tienen proporciones dife-
rentes de 6-APA sédico y de sus productos de descomposicién, tanto en medio acido
como en medio basico.

Se obtuvo primero una disclucién de los productos de descomposicién del
6-APA sédico en medio 4cido, para lo cual se pesan 63 mg del mismo disolvién-
dolos en 80 ¢m® de agua destilada; se ajusta a pH 2 con 4cido clorhidrico SN y se
enrasa a 100 cm® con agua destilada en matraz aforado. La disclucién se mantuvo
a 35° C durante cuarenta y ocho horas, comprobandose después, mediante iodome-
iria, que no ccntenia 6-APA sin degradar.

Distintas porciones de esta disolucién se mezclan con les volimenes adecua-
dos de la disolucién de 6-APA sédico, recientemente preparada. disolviendo 63 mg
de la misma en 100 cm® de agua destilada. De esta forma se consiguen una serie
de disoluciones que contienen 6-APA en presencia de sus productos de descompec-
sicién en medio acido, de ta] manera que en todas ellas la suma de las concen-
traciones de 6-APA, sin descomponer y descompuesto, siempre es la misma.

Los valores hallados en las determinaciones realizadas se reccgen en la ta-

bla I.
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TABLA 1

Determinacion de 6-APA en presencia de sus productos de descomposicién en medio

dcido.

6-APA 6-APA degra- 6-APA

puesto dado puesto hallado
mol.1-1 X 10  mol.1-! x 10°  mol.1- X 10¢ % 6-APA
10,00 0,00 10,00 100,0
9,00 1,00 8,97 99,6
8,00 2,00 7,92 99,2
7,00 3,00 6,94 99,2
6,00 4,00 5,95 99,3
5,00 5,00 5,02 100,2
4,00 6,00 4,04 100,9
3,00 7,00 3,08 102,5
2,00 8,00 2,25 112,5

Esta tabla muestra que el método analitico empleado da resultados satisfac-
torios para la valoracién del 6-APA en presencia de sus productcs de descomposi-
cién en medio acido.

Cuando el 6-APA esta presente en menos de un 20 % de la muestra tomada
para la valoracion, los valores comparativos entre las cantidades puesta y hallada
comienzan a mostrar una diferencia mayor. En nuesiro caso, al cperar en medio
acido, se han despreciado los anélisis correspendientes a porcentajes de 6-APA in-
{eriores al 25 %.

De la misma manera se prepard otra disolucién que contenia el 6-APA y sus
productos de degradacién en medio basico. La disclucién que contenia los produc-
los degradados se obtuvo pesando 63 mg de 6-APA sédico, disolviéndolos en 50 cm®
de agua destilada, afiadiendo después 50 cm® de hidréxide sédico 0,1N y dejandolos
veinte minutos a temperatura ambiente. Se neutralizé después a pH 6,5 cen acido
clorhidrico 5N y se enrasé a 100 cm® en un matraz aforado. Una vez comprobado
que el 6-APA estaba completamente descompuesto, se mezclaron partes alicuotas de
esta disolucién con distintos voliimenes de otra, recientemente preparada, que con-
tenia 63 mg de G-APA sédice en 100 cm®.

Los resultados obtenidos para una serie de mezclas de 6-APA sédico y sus
productos de degradacién en medio basico estdan indicados en la tabla IL

Como puede observarse, aparece una ligera dispersion cuando mas del 90 %
de los productos de degradacién estan presentes en la muestra y, por consiguiente,
los errores del método son despreciables con tal de mantener las condiciones de

desactivacién dentro de los margenes expresados.
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TABLA 11

Determinacion de 6-APA en presencia de sus productos de descomposicion en medio

basico.

6-APA 6-APA 6-APA

puesto degradado hallad
mol 11 % 104 mol 1o % 10¢  mol 1% x 108 % 6-APA
10,00 0,00 10,00 100,0
9,00 1,00 8,96 99,6
8,00 2,00 7,97 99,4,
7,00 3,00 6,98 99,5
6,00 4,00 6,04 100,5
5,00 5,00 5,02 100,2
4,00 6,00 3,07 99,2
3,00 7,00 2,96 98,6
2,00 8,00 2,06 102,5
1,00 9,00 1,06 106,0

II. 4. Disoluciones reguladoras.

Con objeto de poder fijar el pH en cada experimento y mantenerlo cons-
tante durante el prcceso de descomposicién del 6-APA| se han utilizado disolucio-
nes reguladoras en todos los ensayos. Se han empleado las siguientes:

Disoluciones reguladoras de acido clorhidrico, clorurc sédico: (pH = 1 —
— L,5).

Disoluciones reguladoras de acido fesférico, fosfato monosédico, cloruro
sédico: (pH = 2,00 — 3,90).

Disoluciones reguladoras de acido fosférico, fosfato disédico, cloruro so-
dico: (pH = 6,00 — 8,00).

Disoluciones reguladeras de acido acético, acctato sédico, cloruro sédico:
(pH = 3,40 — 5,00).

Disoluciones reguladoras de acido bérico, borato sédice, cloruro sédico,
‘pH = 7,80 — 9,10).

Todas las disoluciones se preparan calculando previamente las concentra-
ciones de las especies quimicas que intervienen, a partir del pK aparente de los
4cidos minerales presentes en la disolucién. Los valores de los pK’ de diches acidos
¢e tomaron de la literatura (29) para las temperaturas correspondientes y a fuerza
i6nica 0,5.

Los valores del pH se han medido siempre con un pH-metro Beckman GS,
que permite apreciar centésimas de pH. En medio fuertemente basico, los pH ini-

31



ciales han sido determinados ccn el mismo aparato, equipado con electrodo espe-
cial para medidas en medio alcalino. |

II. 5. Aparatos.

pH-metro Beckman GS.

Termostato de agua “GERMAN WEBER”, Mod. Tecam, provisto de ter-
moémetro contrastado y que permite obtener una constancia ds temperatura en
* 0,05°C.

Microbureta “AFORA” con certificado de garantia nam. 106.245, de 10 cm?,
graduada en centésimas, con error maximo de 0,01 cm® y contrastada por pesada
a 20° C.

Espectrofotometro de la casa “PERKIN-ELMER” Mod. 457.

Espectrofotometro Beckman DK-2.

II. 6. Datos cinéticos.

En la mayoria de los ensayos, se ha seguido €] procedimiento que trans-
cribimos a continuacién:

119 mg de 6-APA sédico, pesados en microbalanza, se disuelven a la tem-
peratura correspendiente, en 250 cm® de disolucidon reguladora apropiada, exenta
de oxigeno y que contiene, ademéas, la cantidad suficiente de cloruro sodico para
que la disolucion tenga una fuerza iénica total de 0,5. Se ponen partes alicuotas
de 40 cm® en ampollas de vidrio; se pasa una corriente de nitrégeno purisimo
durante un minuto, cerrindolas a ccntinuacién. Seguidamente, se colocan en el
hafio, ajustando el termorregulador a las temperaturas correspodientes.

A intervalos adecuados, se sacan las ampollas de] bafio y, una vez abier-

tas, se neutraliza la disolucién a pH 6,50, quedando “congelada”, en este momento,

)
la reaccién. Se ajusta el volumen a 50 cm® con agua destilada en un matraz aforado
v se guarda en nevera a 3°C para su posterior andlisis, que se realiza por tri-
plicado, de acuerdo con el método descrito anteriormente.

En aquellos ensayos en que la velocidad de descompesicién es grande, pa-
ra conseguir mayor precision en la medida del tiempo se afiade el 6-APA a la
discluciéon correspondiente, eliminando el anhidrido carbénico inmediatamente an-
tes de su empleo. Igualmente, en estos casos, se suprime el paso de la corriente
de nitrdgeno.

En la hidrolisis del 6-APA, a ccncentraciones iniciales de 0,07M, se ha en-
contrado que la reaccién es invariablemente de primer orden. El métode utilizado
para determinar el orden de la reaccién ha sido e] de integracién. Las cantidades
de sustancia descompuesta al cabo de varios intervalos de tiempo, sustituidas en
la ecuaciéon de primer orden, muestran un valor constante para la k’ correspon-
diente.
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CAPITULO 1II

RESULTADOS EXPERIMENTALES

UL 1. Determinacion del pK’, y del pK’, del dcido 6-Aminopenicilanico a diversas
temperaturas y p = 0,5,

Con objeto de ser utilizados en calculos posteriores, ha sido necesario de-
terminar experimentalmente los valores de los pK’, y pK’, aparentes del 6-APA,
a las temperaturas a las que ha sido estudiada su descomposicién.

En la literatura sélo hemos podide encontrar los valores de los pK, vy pK,
aparentes del 6-APA a 25°C, determinados por Rapson y Bird (30). La circuns-
lancia de haberse trabajado a una sola temperatura y no determinar la fuerza iénica,
nos ha obligado a la medida experimental de los pK’, y pK’, en funcién de la tem-
peratura, para una fuerza idnica constante de 0,5.

El pK’; del 6-APA se ha determinade midiendo el pH, a las temperaturas
correspondientes, de una serie de disolucicnes de acido 6-Aminopenicilanico, par-
cialmente neutralizado con acido clorhidrico y para una forma iénica de 0,5. El
calculo se efectiia mediante la ecuacién de Henderson (31).

[A7]r — [CIH] + [H,0"]
[CIH] — [,0"]

donde [A~]; representa los moles de 6-APA por litro de disolucién, [CIH] los
meles de acido clorhidrico anadido, y [H,0*] la concentracién molar de hidroge-
niones, calculada a partir del pH. La férmula incluye las correcciones para valores
de pH inferiores a 4.

pK’; = pH — log (IIL1)

La fuerza iénica se ha calculado seglin a expresién de Lewis y Randall (32).

1 P
p=—=% Gz
2
en la que Ci representa la molalidad de cada ion y Zi su valencia.
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Para nuestros fines, dado el caracter aproximado de algunas medidas y
que se trata de disoluciones moderadamente diluidas, se ha sustituido la molalidad
por la molaridad, sin que este suponga error apreciable en los resultados obtenidos.

En las tablas III, IV, V y VI se recogen los resultados hallados para una
serie de medidas realizadas a diversas temperaturas, neutralizando las disoluciones
de 6-APA de molaridad conocida con diferentes cantidades de acido clorhidrico.

TABLA III
L= 05 t = 25°C
[6-APA] [CIH] [H O+] -
mol1-110-3  mol 11 10-5 PH mol 1-1 10-5 PK)
9,52 4,56 2,62 2,40 2,00
9,52 4,56 2,61 2,46 2,08
9,52 4,56 2,62 2,40 2,00
9,52 3,65 2,73 1,86 2,10
9,52 3,65 2,73 1,86 2,10
9,52 3,65 2,74 1,82 2,12
pK’, medio = 2,10 £ 0,02
TABLA 1V
=05 t = 35°C
[6-APA] [CIH] [H_ O] i
mol1-110-  mol 1-110-? PH mol 1-1 10-8 PK’,
9,52 4,56 2,65 2,24 2,19
9,52 4,56 2,66 2,19 2,20
9,52 4,56 2,66 2,19 2,20
9,52 3,65 2,79 1,62 2,22
9,52 3,65 2,78 1,66 2,21
9,52 3,65 2,77 1,70 2,20

pK’, medio = 2,20 * 0,02
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TABLA V

g =205 t = 45°C

(6-APA] [CIH) [H_0+] ,

mol 1-110-3 mol 1-110-3 PH mol 1-1 10-3 PK 1
9,52 4,56 2,76 1,74 2,39
9,52 4,56 2,76 1,74 2,39
9,52 4,56 2,76 1,74 2,39
9,52 3,65 2,88 1,32 2,38
9,52 3,65 2,89 1,29 2,41
9,52 3,65 2,88 1,32 2,38

pK’; medic = 2,39 £ 0,02
TABLA VI
p =05 t = 55°C

[6-APA] [CIH] [H30+] ,

mol 1-1 10-3 mol 1-1 10-3 PH mol 1-110-3 PK 1
9,52 4,56 3,01 9,98 2,80
9,52 4,56 3,02 9,55 2,85
9,52 4,56 3,01 9,98 2,80
9,52 3,65 3,13 7,07 2,86
9,52 3,65 3,14 7,25 2,79
9,52 3,65 3,14 7,25 2,79

pK’, medio = 2,82 + 0,03

Cada resultado final es el promedio de una serie de seis valores de pK’ res-
pectivo, calculados segin la expresion (III.1) a cada uno de los pH medidos durante
la valoracién. El valor medio y la desviacién, a cada temperatura, se dan al final de
ja tabla respectiva.

El pK’, del 6-APA ha sido determinado mediante la ecuacién

pK’, = pH — log sal

acido

que da resultados satisfactorics para disoluciones entre pH 4 y pH 10 (33).
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Las tablas VII, VIII, IX y X' recogen los valores de pK’, calculados segiin
la expresién precedente. El valor medio y la desviacién, a cada temperatura, se dan
al final de la tabla correspondiente.

Para el posterior estudio del efecto catalitico de los iones presentes en las
disoluciones reguladcras sobre la descomposicién del 4cido 6-Aminopenicilanico,
también es necesario conocer las constantes de ionizacién de los &cidos minerales
que constituyen estas disoluciones, a 35°C y a fuerza iénica 0,5. Los valores utili-
zados para los pK aparentes se han tomado de Schwartz (29), excepto en el casc
de los acidos acético y bérico, cuyas constantes han sido determinadas en un trabajo

previo (34).

TABLA VII
L= 05 t = 25°C
[6-APA] [CIH1 Sal _Acido
mol 1~110-8 mol 1-110~% mol 1-110~3- 'mol 1-1 10~ pH PK’,
6,96 3,21 3,75 3,21 4,76 4,70
6,96 3,21 3,75 3,21 4.76 4,69
6,96 3,21 3,75 3,21 4,75 4,69
6,96 4,28 2,68 4,28 4,50 4,70
6,96 4,28 2,68 4,28 4,51 4,71
6,96 4,28 2,68 4,28 4,51 4,71
pK’, medio = 4,70 * 0,01
TABLA VIII
p = 05 ot :.35°'C
.. [6-APA] [CIH] Sal Acido ,
mol1-110-"  mol1-110-3 mol1-110~3  mol 1-110-5 PH PK’,
6,96 3,21 3,75 3,21 4,56 4,50
6,96 3,21 3,75 3,21 4,58 4,52
6,96 3,21 3,75 3,21 4,59 4,51
6,96 4,28 3,68 4,28 4,32 4,52
6,96 4,28 3,68 - 4,28 4,33 4,53
6,96 4,28 3,68 4,28 4,33 4,53

pK’, medio = 4,52 + 0,02
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TABLA IX

=05 t = 45°C
[6-APA] [CIH] Sal Acido
mol 1-110-% mol 1-110~* mol 1-110-?  mol 1-110-Y pH PK’,
6,96 3,21 3,75 3,21 4,44 4,38
6,96 3,21 3,75 3,21 4,43 4,37
6,96 3,21 3,75 3,21 4,43 4,37
6,96 4,28 3,68 4,28 4,15 4,35
6,96 4,28 3,68 4,28 4,18 4,38
6,96 4,28 3,68 4,28 4,16 4,37

pK’, medio = 4,37 0,02

TABLA X
n =05 t = 55°C
[6-APA} [CIH] Sal Acido ,
mol 1110~ mol1-110~* mol 1-110-% mol 11 10~ PH PK’,
6,96 3,91 3,75 3,21 4,95 419
6,96 3,21 3,75 3,21 4,25 4,19
6,96 3,21 3,75 3,21 4,26 4,20
6,96 4,28 3,68 4,28 4,01 421
6,96 4,98 3.68 4,98 4,00 4,20
6,96 4,28 3,68 4,28 4,01 4,21

pK’, medio = 4,20 * 0,01

La tabla XI recoge los valores hallados del pK’, v pK’, a las temperaturas

de 25, 35, 45 y 55°C, y en la grifica 1 se representan dichos valores frente a%_—

En esta grafica, se observa que la variacién del pK’,, frente a —;:_— sigue sensible-

mente la ecuacién de una parébola, ta] como ha sido observado (35).

El pK’, del 6-APA corresponde a la ionizacién del ion amonio. Es, pues, de

esperar que la variacién del pK’, con la temperatura se asemeje, al menos cualita-
tivamente, a lo que ocurre cen el pK’, de los aminoacidos neutros (36), o el pK’,
de los acidos dicarboxilicos (37). En estos casos, la representacién del pK, frente a

1 N,
o correponde a una funcién lineal.
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TABLA XI

t p:K’1 pK’2
25 2,10 4,70
35 2,20 4,52
45 2,39 437
55 2,82 4,20
PK'| DK'I
p,(-l LL,B
2,84
2,77 L &7
26
2,5 14,6
2,4
2, :i—L,S
|
4
2,14 O I~l-,4
2,04 1
157 e
1,81 ‘
1H D \‘ 4,2
1,6+ DK'Z
1, . ' : 4:0
30 3, 3,2 33 _%_ |o'33"
GRAFICA

L. 2. Descomposicion hidrolitica del 6-APA en funcién del pH y de la
temperatura.

En la solvélisis, en general, y en la hidrélisis, en particular, es un hecho co-
nocido que, ademds de} efecto catalitico de los iones H,0" y OH~, puede haber otro
especifico de los aniones o las sales neutras que entran en la composicién de las di-
soluciones reguladoras cuando se hace uso de las mismas.
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En disoluciones fuertemente acidas o alcalinas, las Ginicas especies cataliticas
eficaces scn los iones hidronio o hidroxilo, pero en disoluciones moderadamente
dcidas o basicas es posible observar los efectos de otras especies presentes en la
disolucion, de acuerdo con el concepto de acido y base de Broenster y Lowry. Per
esta causa es obligado el calculo de las constantes de velecidad especifica k, en agua,
cuando ninguna especie catalitica esté presente, mediante la extrapolacién, a cada
pH, a concentracién cero de la recta obtenida, representando los K’ frente a la
concentracién total del electrolito amortiguador para cada serie de disoluciones cen
vna relacién definida sal-dcido y fuerza i6nica constante. Para estas disoluciones se
puede suponer, en primera aproximacién, que las concentraciones de iones hidronio
e hidroxilo son constantes, lo que permite incluir su efecto catalitico con el de las
moléculas de agua en la constante k,. El calculo de los coeficientes cataliticos de
las especies i6nicas que componen las distintas disoluciones reguladoras se discuten
en la seccién IIL.5.

A temperatura, fuerza iénica y pH censtantes, la hidrélisis del 6-APA, en el
intervalo de pH estudiado, ha resultado una reaccién de primer orden, a una con-
centracién constante de 2.10° M. Para estabilizar el pH se han empleado, segiin
les casos, disoluciones reguladoras de acido clorhidrico, acetatos, fosfatos y boratos.

La representacién gréfica, en escala logaritmica, de los tantos por ciento de
6-APA no descompuesto, frente a los tiempos, definen una linea recta en todos los
casos estudiados.

En cada uno de los experimentos realizados, la ccnstante de velocidad de
descomposicién se ha calculado como el valor medio de las constantes de velocidad
especificas obtenidas para cada tiempo, siguiendo el método de integracion. Los
percentajes de 6-APA descompuesto, empleados en e] célculo de estas constantes,
han sido los valores correspondientes tomados en la recta interpolada por minimos
cuadrados del primer orden, poniendo en ordenadas los tantos per ciento de las
concentraciones de 6-APA, y en abscisas los intervales de tiempo correspondientes.

111. 2.1. Valores numéricos de las constantes de velocidad a 35°C.

Los valores de las constantes de velocidad de descomposicién encontrados en
el intervalo de pH 1,00 a 9,10 a 35°C y . = 0,5, estan recogidos en las tablas XII
a XXIX.

En las graficas 2 a 6 pueden observarse el ccnjunto de lineas rectas corres-
pondientes a la cinética de degradacién a los distintos pH, a 35° C y a fuerza iénica
0,5, al representar en escala semilogaritmica los tantos por ciento de 6-APA en-
contrado frente al tiempo.

A los pH en que e] electrolito amortiguador se ha considerado especie ca-
talitica, se ha determinade la constante aparente de velocidad de primer orden, a
concentracién variable de disolucién amortiguadora, manteniendo constantes el pH,

la fuerza ibnica y la temperatura.
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En las graficas 7, 8 y 9 se recogen el conjunto de rectas obtenidas al repre-
sentar las constantes de velocidad observadas k’ frente a la concentracién total de
disolucién amortiguadora para cada pH de trabajo. La extrapolacién a concentra-
c¢ién cero de la disolucién amortiguadora nos da e] valor k, para cada pH.

TABLA XII

Disolucién reguladora de Acido Clorhidrico

pH = 1,00; p = 0,5; t =35°C

—

Tiempo
en horas 1 2 4 6 8

% 6-APA
experim. 83,5 69,5 48,7 33,6 23,3

kK =012 * 0,04 hr*

TABLA XIII

Disolucién reguladora de Acido Clorhidrico

pH = 1,50; u = 0,5; t =35°C

T
en el?(l)lr)g,s 2 4 6 8 10
TOAA 95 603 479 363 282

k’ = 0,126 * 0,007 hr™

TABLA XIV

Disolucion reguladora de Fosfatos

pH = 2,00; = 0,5; t =35°C

Tiempo

en horas 2 4 6 8 10

% 6-APA
experim. 82,5 6873 56,4' 4‘6,6 38,5

k> = 0,095 * 0,006 hr™
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TABLA XV

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,30; p = 0,5; t=35°C

=
en horas 8 12 14 16 22
% 6-APA:

experim, ©7 51,6 419 43,1 31,3

K’ = 0,052 * 0,003 hr

TABLA XVI

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,60; w = 0,5; t=35°C

Tiempo

en horas 6 ].O 141 18 22
% b6-APA
experim, 02! 17,2 69,5 63,0 59,8

k> = 0,031 * 0,007 hr™

TABLA XVII

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,90; n =0,5; t = 35°C

—
enlelTJIr):s 8 16 24, 392 40
% 6-APA o

experim. 84,8 72,0 63,1 53,8 46,0

K’ = 0,019 + 0,004 hr*

41



TABLA XVIII

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 3,30; p = 0,5; t = 35°C

T
en hovss 8 16 2, 32 40

% 6-APA g95 780 696 62,0 56,5

_ experim.

k’ = 0,015 + 0,005 hr™*

TABLA XIX

Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 3,40; p = 03; t=35°C

A Ti
moll~t  en nomss 10 20 40 50 70
% 6-APA
oot 840 705 500 425 300
0,400 K — 0,037 + 0,001 hr
A Ti
mol1-t  en morss 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 76,0 58,2 44,5 3'4:,0 26,2
0,300 kK — 0,019 £ 0,001 hrt
A Tiempo
molTI—1 en horas 5 10 20 30 40
o 6-AP
o 860 735 542 395 292
0,200 i — 0,027 * 0,002 hr?
A Ti
moli~t  en horss 5 10 20 30 40
e 6=
i 825 685 475 330 231
0,100 k' — 0,031 & 0,001 hr?

At = Concentraciéon de la disolucién reguladora.



TABLA XX
Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 4.30; p = 0,5; t =35°C

At Tiempo

mol 1-1 en horas 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 81,0 66,2 53,8 43,5 35,5
0,100 k’ = 0,020 + 0,002 hr!
melie on noves 10 20 30 40 50
% 6-APA ,
experj_xn. 75,0 56,8 4’3,0 32,2 24,5
0,200 k> = 0,028 + 0,002 hr
A Ti
molml-1 en1 el?clyggs 5 10 20 25 30
% ‘6-APA
experim. 4,0 69,2 47,2 39,0 32,1
0,300 kK — 0,037 * 0,001 hr
A Ti
mol'rl—1 en e::»?:s 5 10 15 20 25
% 6-APA
experim, 18,0 61,5 48,0 38,2 30,0
0,400 k’ = 0,048 * 0,002 hr™

—

A1 = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA XXI

Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 5,00; p = 0,5; t = 35°C

A Ti
moli-t  en horas 20 30 50 70 80
% 6-APA
oot 832 762 642 540 495
0,100 kK’ = 0,000 + 0,002 hr
A Ti
moli-t  en hoves 20 30 50 70 80
% 6-APA
porma. 750 652 491 368 318
0,200 K — 0,014 + 0,002 hr*
A Ti
moll<  en horas 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 82,0 66,2 54,1 43,8 35,8
0,300 k' — 0,020 * 0,002 hr'
A Ti
molit  en nems 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. (0,8 60,0 46,2 35,8 27,8
0,400 K — 0,026 + 0,003 hr

Ar = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA XXII

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 6,00; n = 0,5; t=35°C
" Phr ‘Tiempo
mol 1-1 en horas 20 40 60 80 100
> 6-AP
T 898  8L0 725 652 59,0
0,6030 K’ = 0,0061 * 0,0002 hr
Ph T
moll-t  en nomss 20 40 60 80 100
> 6-APA
oot 842 712 598 505 425
0,0945 k’ — 0,0080 * 0,0001 hr
T, e 90 40 60 80 100
> 6-APA
et 800 640 592 410 327
0,1260 k' = 0,0112 *+ 0,0004 hr*
Ph Tiempo
mol f—l en horas 20 30 40 60 80
s 6-APA
o 768 680 562  4L5 294
0,1890 K = 0,0153 + 0,0001 hr*
Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA XXIII

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 6,70; p = 0,5; t = 35°C
Pn Ti = T
mollst en hoves 20 40 60 80 100
% u-APA
ex;erim. 9,2 89,8 85,0 80,2 76,5
0,0375 k> = 0,0031 * 0,0002 hr
Ph T
moll-t  en homs 20 40 60 80 100
5 6-APA
e 900 840 802 765 713
0,0495 K’ — 0,0031 + 0,0001 hr
Ph: Ti
moli-l  en hoas 20 40 60 80 100
% 6-AP.
experim‘.\ 89,5 79,1 70,5 63,0 56,2
0,1010 K’ — 0,0062 + 0,0003 hr
Ph: Ti
mol1+  en noras 20 40 60 80 100
o 8L0 712 622 548 482
0,1500 Kk’ — 0,0083 + 0,0003 hr
Pht = Concentracion de la disolucién reguladora.



TABLA XXIV

Disclucién reguladora de Fosfatos

pH = 7,40; w=0,5; t = 35°C

~hr  Tompo "
moll~  en horas 50 70 9% 110 130
% 6-APA -
expertm. 89,9 86,1 82,2 79,2 16,0
0,0375 I’ — 0,0022 + 0,0002 hr
—
bpr o Tlembo 5y 70 90 110 130
% 6-APA
experim. 80,2 78,2 71,8 66,0 63,1
0,0500 K — 0,0027 * 0,0003 hr
h 'Ti
o e 50 70 %0 110 130
% 6-APA -
experim. 80,0 73,5 67,8 62,2 57,2
0,1000 I — 0,0044 * 0,0001 hr?
Ph Ti
mol {—1 enlerrlrcl)ggs 50 70 90 110 130
» 6-APA
e 765 698 628 562 512
0,1500 I’ — 0,005 £ 0,0001 hi-’

Pht = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA XXV

Discluciéon reguladora de Fosfatos

pH=12800; p=05  t=35C

Ph Ti ]
molll  en hores 20 40 60 80 100
% 6-APA
experim. 99,0 90,1 86,2 83,0 80,2
0,0495 K’ = 0,0022  0,0004 hr
Ph Ti
moll-  en homes 20 40 60 80 100
% 6-APA
experim. 93,8 88,2 83,5 79,0 74,5
0,084 k> = 0,0030 + 0,0003 hr*
Ph Tiempo
mol ;—1 en horas 20 40 60 30 100
% 6-APA
expertm. 93,0 87,0 81,0 75,8 70,5
0,111 k> = 0,0035 * 0,0005 hr™
Ph i
T empo 99 40 60 80 100
% 6-APA
Cperita. 890 792 7,0 632 565
0,167 k> = 0,0050 + 0,0004 hr™

Pht = Concentracién de la disolucién reguladora.




Br

TABLA XXVI

pH = 7,80; L = 0,5; t = 35°C

'Tiempo

mol 1-1 en horas 90 70 90 110 130
% 6-APA ,
experim. 89,5 86,0 82,5 79,2 75,8
0,0637 k> = 0,0021 * 0,0002 hr™
B Ti
molTl—1 en1 eggl)‘gs 50 70 90 110 130
% 6-APA
experim. 85,8 81,0 76,5 72,2 68,0
0,0956 k> = 0,0030 = 0,0003 hr
B Ti
mol1~  enhoas 50 70 90 110 130
» 6-APA
prerim. 818 83,2 79,5 75,5 72,0
0,1487 k’ = 0,0026 * 0,0002 hr
g
ol e 50 70 90 110 130
% 6-APA
experim. 83,8 78,2 73,0 68,1 63,5
0,1912 k> = 0,0035 + 0,0003 hr™
Br = Concentracion de la disolucién reguladora.
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Br

TABLA XXVII

Disolucién reguladora de Boratos

pH = 8,20; p = 0,5; t = 35°C

Tiempo

mol 11 en horas 20 30 40 48 54
o 6-APA
Fpetma 908 870 831 800 781
0,2023 k' = 0,0089 + 0,0002 hr
B Ti
moli-t  en novas 20 30 40 48 54
% 6-APA
oxperim. 90,0 858  8L8 782 76,0
0,0567 k' = 0,0040 + 0,0003 hr
B Ti
moll  en novas 20 30 40 48 54
e 870 818 765 125 698
0,0962 k* = 0,0051  0,0003 hr*
B Ti
molT1—1 enle}r}x;};gs 12 20 30 40 48
% 6-APA
oxporim. 89,2 838 768 708 660
01361 K’ = 0,0067 * 0,0002 hr
Br = Concentracién de la disolucién reguladora.



Disolucién reguladora de Boratos

pH = 8,70;

TABLA XXVIII

p=0,5; t=35C
B Tiempc o
molTl—1 en1 e&ggs 15 20 25 30 35
% 6-APA
experim. 82,1 77,0 72,2 67,5 63,2
0,0587 k = 0,012 + 0,002 hr
B Ti
moll%  on noas 15 20 25 30 35
% 6-APA
experim. 80,0 74,2 69,0 63,9 59,1
0,1100 k> = 0,015 £ 0,002 hr™
T
mol1® ennoras 15 20 25 30 35
% 6-APA
experim. 10,2 29,8 63,8 58,0 53,2
0,1512 k> = 0,018 + 0,002 hr
Br = Concentraciéon de la disolucién reguladera.
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TABLA XXIX

Disolucién reguladora de Boratos

pH = 9,10; p = 0,5; t = 35°C

—_B. —— T. —
mol1-  en noras 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 83,0 69,2 57,9 48,5 40,6
0,0500 k> = 0,022 + 0,001 hr
B Tiempo
moli-t  en horas 8 16 24 32 40
% b-APA
experim. 82,1 68,3 55,8 46,3 37,9
00650 k’ = 0,024 £ 0,002 hr*
B Ti
molTI—1 en1 e:;};;s 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 80,0 64,3 51,2 41,1 32,8
0,0870 k> = 0,027 = 0,001 hr?
B Ti
molTl—JL enlel?tl)ll:'-):s, 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 17,0 59,5 45,5 35,0 26,8
0,1010 k> = 0,033 * 0,002 hr
Br — Concentracién de la disolucién reguladera.
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III. 2.2. Valores numéricos de las constantes de velocidad a 45° C.

Los valores de los tantos por ciento del 6-APA en funcién del tiempo, en-
contrados experimentalmente, estdn recogidos en las tablas XXX a XLV. Igualmente
ficuran en las mencionadas tablas, los valeres de las constantes de velocidad de des-
composicién encontrados para los diversos pH, permaneciendo siempre constantes
ia temperatura a 45°C y la fuerza ibnica a 0,5.

En las grificas 10 a 14 pueden observarse el conjunto de rectas correspon-
dientes a la descomposicién del 6-APA; a los distintos pH, a 45°C y a fuerza i6mi-
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ca 0,5. Las graficas 15, 16 y 17 representan, para cada pH, la variacién de las ccns-
tantes de velocidad de primer orden observadas frente a la concentracién total de
electrolito amortiguador.

TABLA XXX

Disolucién reguladora de Acido clorhidrico

pH = 1,00; n = 0,5; t =45°C

Ty
en ell::)ggs 0,5 1 1,5 2 2,5

o 6-APA
prerim. 86,1 74,2 62,1 55,6 22,5

k> = 0,55 £ 0,02 hr

TABLA XXXI

pH = 1,50; u=20,5; t = 45°C

T T
en errll;l;gs 0,5 1 1,5 2 2,5
o 6-APA
prerim, 74,0 54,3 40,0 30,1 48,4

k> = 0,263 £ 0,003 hr™

TABLA XXXII

Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,00; p = 0,5; t=45°C

‘Tiempo
en horas 2 4 6 7 8
% 6-APA

experim. 86,5 72,1 64,1 56,0 48,1

k> = 0,166 £ 0,007 hr™
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TABLA XXXIH

Disolucién reguladera de Fosfatos

pH = 2,30 p=05; t =45°C

T Tiempo
en horas 2 4 6 7 8

% 6-APA
oxperim. 79,1 6L0 476 420 375

K = 0,126 + 0,006 hr

TABLA XXXIV

Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,60; p = 0,5; t =45°C

Tiempo
en horas 2 4 6 7 8
% 6-APA

eperim. 73,5 560 431 371 325

5

k’ = 0,099 * 0,005 hr*

TABLA XXXV

Disolucién reguladera de Fosfatos

pH = 2,90; p=05; t = 45°C

Tiempo
en horas 2 4 6 8 10

% 6-APA
experim. 700 481 37,2 278 232

k> = 0,066 = 0,003 hr
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TABLA XXXVI

Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 3,40; p=05; t =145°C

A Tiempo
molTl-1 en horas 4 8 12 16 20
% 6-APA
experim. /8,5 62,0 49,1 38,8 30,8
0,100 k> = 0,059 £ 0,002 hr?
A Tiempo
molTl—1 en horas 4 8 12 16 20
% 6-APA
experim. (40 56,8 43,0 32,5 24,5
0,200 K — 0,070 + 0,002 hr
A Tiempo
molTl—1 en horas 3 6 9 12 15
% 6-APA
experim. /7,0 59,2 45,5 34,8 26,8
0,300 K — 0,087 * 0,002 hr
A Tiempo
molTl—1 en horas 3 6 9 12 14
o 6-A
o 145 550 408 300 245
0,400 K — 0,099 * 0,002 hr

At = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA XXXVII

Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 4,30; p = 0,5; t = 45°C
TA Tiemﬁd
molTI—l en horas ) 10 15 20 25
% 6-APA
experim. 80,0 64,8 52,5 42,5 34,3
0,100 k> = 0,043 + 0,004 hr™*
A Ti
molTl—1 enlerl:cl)ggs 5 10 13 18 23
o 6-APA
prerim. 73,5 54,2 45,2 33,3 24,7
0,200 kK’ = 0,061 = 0,004 hr™
A Tiempo
molTl—1 en horas 3 6 9 12 15
o 6-APA
Sperm T2 560 423 320 241
0,300 k> = 0,079 £ 0,003 hr
A ‘Tiempo
m01T1-1 en horas 2 5 8 10 12
o 6-APA
Tperim 800 578 415 335 270
0,400 k> = 0,110 £ 0,003 hr
At = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA XXXVIII

Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 5,00; p=0,5; t = 45°C

— —

A Ti
molTl—1 enlerl;tl)g:s 10 15 22 29 35
% 6-APA
experim, 89,2 78,8 70,5 63,2 57,8
0,100 k> = 0,024 = 0,004 hr™
A Ti
motl<  en horas 10 15 20 25
% 6-APA
experim. 83,0 69,8 57,8 48,0 39,8
0,200 K — 0,037 + 0,004 hi
A Tiempo
molTI—1 en horas 4 8 12 16 20
% 6-AP.
o 80,2 648 525 420 3338
0,300 k> = 0,054 * 0,003 hr™
A Tiempo
molTl"1 en horas & 8 12 16 20
ol 175 602 470 363 283
0,400 k> = 0,067 % 0,003 hr
At = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA XXXIX

Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 6,00; p = 0,5; t = 45°C

Ti
mlzc,)ﬁ—l en et?cl)l:'gs 10 20 25 30 35
% b6-APA
experim, 90,0 81,5 71,8 74,0 70,2
0,0630 k> = 0,0122 * 0,0001 hr
Ph Ti
moll- e noras 8 16 25 30 35
» 6-APA
perim. 862 712 681 638 597
0,0945 k> = 0,0166 * 0,0002 hr
Phr Tiempo
mol 1-1 en horas 8 le 25 30 35
% 6-APA
experim. 85,5 72,2 60,0 54,1 48,8
0,1260 k> = 0,0211 * 0,0001 hr™
Ph: Tiempo
mol T—l en horas 8 14 20 26 32
% 6-APA
experim. 83,3 69,1 57,2 47,1 38,2
0,1890 k> = 0,0271 * 0,0001 hr
Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA XL

Disolucién reguladora de Fosfatos

kK’ = 0,0162 + 0,0001 hr

pH = 6,70; w =0,5; t = 45°C
" Phr Tiempo
mol 1-1 en horas 10 20 30 40 50
% 6-APA -
experim. 94,2 89,0 84,2 80,1 75,5
0,3750 k> = 0,0057 £ 0,0001 hr™
Phr Tiempo
mot 1-1 en horas 10 20 30 40 50
% b-APA
experim. 94,0 38,2 82,5 77,2 72,2
0,4950 k> = 0,0064 = 0,0002 hr™*
Phr Tiempo
mol 1-1 en horas 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 81,0 72,0 64',5 57,8 5].,8
0,1010 k’ = 0,0121 £ 0,0002 hr!
Ph Ti
moli+  en noras 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 89,0 72,8 62,2 53,5 45,8
0,1500

— —

Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA XLI

Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 7,40; p = 0,5; t =45°C
L S L @ 5w
o % 6-APA
experim. 93,0 87,2 83,8 78,0 74,8
0,0375 k> = 0,0045 * 0,0002 hrt
Phr Tiempo
mol 1-1 en horas 15 30 40 35 65
% 6-APA
experim. 95,8 86,0 80,2 72,8 68,0
0,0500 k> = 0,0055 * (0,0001 hr™*
Phy Tiempo
mol 11 en horas 15 30 40 35 65
% 6-APA
experim. 89,2 79,5 74,0 76,0 61,5
0,1000 k’ = 0,0075 = 0,0003 hr
Phr ‘Tiempo
mol 1-1 en horas 15 30 40 55 65
% 6-APA
experim. 88,8 75,0 67,0 56,5 50,5
0,1500 k> = 0,0101 * 0,0002 hr
Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA XLII
Disolucién reguladora de Fosfatos

pH =800, =105  t=45C

Ph: Tiempo
mol T-l en horas 16 32 48 64 80
e 6-AP
e 9L2 845 180 721 671
0,084 k’ = 0,0052 *+ 0,0003 hr
Pht Tiempo
mol 1-1 en horas 16 32 48 64 80
o 800 798 718 642 518
0,111 k> = 0,0059 * 0,0002 hr
Ph Tiempo
molg-1 en horas 16 32 48 64 80
TaArR 865 160 662 580 508
0,167 k> = 0,0087 £ 0,0004 hl"_1
e e

Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.



Br

TABLA XLIII
Disolucién reguladora de Boratos

pH = 7,80; p = 0,5; t =45°C

Tiempo

mol 1-1 en horas 40 60 30 100 120
o G-A
e, 832 762 700 641 582
0,0637 I’ — 0,0045 + 0,0004 hr?
B Tiempo
molTl—1 en horas 40 60 80 100 120
ot 152 658 572 500 435
0,0956 k> = 0,0956 £ 0,0009 hr?
B Tiempo
molrl-1 en horas 20 40 60 80 100
o G-A_PA
el 855 732 630 541 463
0,1487 k> = 0,0077 £ 0,0003 hr™
B Ti
molrl—1 enelx:)p;gs 20 40 60 80 100
o b-A
e 8L8 672 552 455 375
0,1912 k> = 0,0099 * 0,0003 hr™
Br = Concentracién de la disolucion reguladora.
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Disolucién reguladora de Beratos

TABLA XLIV

pH = 8,70; p = 0,5; t = 45°C

B . Ti
mol12  en norss 10 15 20 25 30
% 6-APA
experim. 94,2 92,1 90,0 88,2 85,9
0,0500 k = 0,016 * 0,004 hr
B Ti
mol1+  en homas 10 15 20 25 30
% b-APA
experim, 84',1 79,0 72,0 68,5 72,1
0,0650 K — 0,0175 * 0,004 hr
B Ti
molTl—1 en1 elx:;ggs 10 15 20 25 30
% b6-APA
experim. 80,3 72,3 64,1 57,9 51,8
0,0870 k> = 0,022 £ 0,006 hr
B Ti
rnolTl—1 enlel?clalr)gs 10 15 20 25 30
% 6-APA .
experim. /7,8 65,7 57,6 50,3 46,5
0.1010 k> = 0,025 = 0,006 hr

Br = Concentracién de la disolucién reguladera.



TABLA XLV
Disolucién reguladora de Beratos

pH = 9,10; p = 0,5; t = 45°C

B T -
molTl—1 en e:cl)?:s 6 12 16 24 30
% 6-APA
experim. 8191 65,8 53,5 4‘3,5 35,2
0,0587 k’ = 0,035 £ 0,001 hr
B Tiempo
moll-  en horas 5 12 16 20 24,
% 6-APA
experim. 80,5 60,2 51,2 43,0 36,5
0,1100 k> = 0,042 % 0,001 hr
B Tiempo
mol1<  en horas 5 12 16 20 2
ein 772 545 447 468 302
0,1512 k’ = 0,050 = 0,002 hr™
Br = Concentracién de la disolucién reguladora.
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III. 2.3. Valores numéricos de las constantes de velocidad a 55° C.

Los valores de las constantes de velocidad de la descomposicién del 6-APA en-
contrados en el intervalo de pH estudiados a 55°C y 1 = 0,5 estin recogidos en las
tablas XLVI a LXII.

En las graficas 18 a 22 pueden observarse el conjunto de rectas correspondientes
a la cinética de descomposicién del 6-APA a los distintos pH, a 55° C y a fuerza iénica
0,5, y en las grificas 23, 24 y 25 los valores de k’ frente a la concentracién total de
disolucién amortiguadora.

TABLA XLVI

Disolucién reguladora de -Acido clorhidrico

pH = 1,00; n=0,5; t = 55°C
]
Tiempo /¢ 3/6 5/6 8/6 1

en horas

% 6-APA
AL 92 81 615 581 50

. —— — — ———— ————— ——— — ———————1
kK = 1,20 * 0,02 hr

TABLA XLVII
Disolucién reguladora de Acido clorhidrico

pH = 1,50; L = 05; t=155°C

Tiempo
empo 16 3/6  5/6  8/6 1

% 6-APA
R o, 8 665 508 400 305

kK’ = 0,708 £ 0,003 hr?

TABLA XLVIII
Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,00; u=0,5; t =55°C

_Tl——g
empo

Hempo 1 2 3 3,5 4

% 6-APA i

.. 871 758 661  6L9 518

K = 0,363 + 0,001 hr
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TABLA XLIX
Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,30; p = 0,5; t = 55°C

Tiempo 2 3 3,5 4

en horas

" % 6-APA
experim. 80,0 65,1 52,7 47,0 42,5

K = 0,263 + 0,004 hr

TABLA L
Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,60; 1w = 0,5; t = 55°C

Tiempo 2 3 35 4

en horas

% 6-APA
gxperim. 74,3 58,8 42,0 36,5 31,8

kK’ = 0,191 * 0,004 hr

TABLA LI
Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 2,90; p = 0,5; t =55°C

Tiempo 4 2 3 3,5 4

en horas

% 6-APA 665 455 326 261 213

experim.

k’ = 0,132 * 0,004 hr™



TABLA LII
Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 3,40; p = 05; t=55C

|
|

Az Tiempo

mol 1-1 en horas 2 4 6 8 10
% b6-APA
experim. 760 581 440 335 255
0,100 k’ = 0,137 £ 0,002 hr™
A ‘Tiempo
molTl—1 en horas 2 4 6 8 9
% 6-APA
experim. (1,9 52,0 37,5 27,0 23,0
0,200 k’ = 0,164 = 0,002 hr™
A Tiempo
molTl—1 en horas 1 2 3 5 7
% 6-APA
experim. 83,5 69,5 58,0 40,1 27,8
0,300 kK = 0,182 £ 0,003 hr
A Tiempo
molTl—1 en horas 1 2 3 5 7
% 6-APA
experim. 82,0 67,2 54,5 36,5 24.4
0,400 k> = 0,200 £ 0,003 hr
Ar = Concentracién de la disolucién reguladora.

77



TABLA LIII
Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 4,30; u = 0,5; t =255°C

——

At Tiempo

mol 1-1 en horas 2 5 8 10 12
% 6-APA
experim. 84,0 65,8 51,2 43,5 36,8
0,100 k’ = 0,083 * 0,002 hr?!
A Tiempo
molTl—1 en horas 2 4 6 8 10
% 6-APA
expenm‘ 76,5 58,5 44,6 34,0 25,8
0,200 k> = 0,134 £ 0,002 hr™
A: Tiempo
molTl—1 en horas 1 3 4 6 7
% 6-APA
experim, 84,4 61,0 52,2 37,8 32,0
0,300 K — 0,165 * 0,002 hr"
A Tiempo
molTl—1 en horas 1 2 3 4 5
o 6-APA
Al 802 646 530 431 350
0,400 k’ = 0,214 * 0,003 hr
At = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA LIV
Disolucién reguladora de Acetatos

pH = 5,00; L =0,5; t =55°C

Ar Tiempo

moi 1-1 en horas 3 6 9 12 14
o - 6~
ToAA 822 85 100 622 575
0,100 K = 0,040 * 0,002 hr
A Tiempo '
mol'rl-1 en horas 4 6 8 10 12
o 6-APA
el 772 680 600 525 461
0,200 k> = 0,064 + 0,002 hr™
A Tiempo
molrl—1 en horas 2 4 6 8 10
% ‘6-APA )
experim. 80,9 64,8 52,0 41,8 335
0,300 k> = 0,109 + 0,002 hr
A Tiempo
molTl-l en horas 2 4 6 8 10
% 6-APA
oxperim. 760 582 441 337 255
0,400 kK’ = 0,136 * 0,002 hr?
At = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA LV

Disolucién reguladora de Fosfatos

pH = 6,00 p = 0,5; t =55°C

K’ = 0,0575 * 0,0002 hr

" Ph i
moll<  en towss 10 15 20 25 30
o 6-APA
. 800 71,2 641 572 512
0,0630 I’ — 0,0223 + 0,0001 hr*
Ph Ti
mollt  en horss 10 15 20 95 30
% 6-APA
F i 755 630 525 434 362
0,0945 kK — 0,0316 + 0,0002 hr—*
Ph Tiempo
mol T—l en horas ) 10 15 20 25
% 6-APA
oo 822 68 565 411 388
0,1260 I’ — 0,0383 + 0,0001 hr*
Ph Ti
mol ;—1 en et?élt:'):.s 5 10 15 20 25
o 6-A
e 752 563 421 3L6 235
0,1890

Pht = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA LVI
Disolucién reguladora de Fosfates

pH = 6,70; w = 0,5; t=55"C

—

Phr Tiempo

mol 1-3 en horas 10 20 30 40 50
% ' 6-APA
experim, 90,1 81,5 73,8 66,5 60,2
0,0375 k’ = 0,0102 = 0,0001 hr™
Ph Tiempo
mol f—l en horas 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 87,2 76,0 66,8 58,3 50,7
0,0495 k’ = 0,0135 = 0,0002 hr
h Ti
T 10 20 30 40 50
» 6-APA
. 798 639  5L0 410 3438
0,1010 k> = 0,0222 £ 0,0001 hr
Loh - Tempo 10 20 30 40 50
% 6-APA
experim. 7278 52,5 3—8,1 27,4‘ 19,6
0,1500 K — 0,0322 + 0,0003 hr*
Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA LVII

Disolucion reguladora de Fosfatcis

pH = 7,40; = 0,5; t = 55°C

Ph Tienipo
mol f—l en horas 10 24 32 40 43
% 6-APA
oo, 840 718 75 660 60,5
0,0375 k> = 0,0105 * 0,0002 hr™
Phr Tiempo
mol 1-1 en horas 10 24 32 40 48
% b6-APA
Foer 838 768 700 642 59
0,0500 k> = 0,0111 *+ 0,0002 hr™*
Pht Tiempo
mol 1-1 en horas 10 24 32 40 48
% 6-APA
experim. 10,8 67,5 39,2 52,0 45,8
0,1010 k’ = 0,0160 £ 0,0003 hr*
Phr Tiempo
mol 1-1 en horas 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 81,5 66,0 53,9 43,8 35,5
0,1500 k> = 0,0260 + 0,0001 hr
Pht = Concentraciéon de la disolucién reguladora.
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TABLA LVIII

Disolucién reguladora de Fcsfates

pH = 8,00; B = 0,5; t = 55°C

~ Ph Tiempo

moli=  en ool 10 20 30 40 50
‘7-;7 6-APA
Foenm. 9LO 871  8L2 749 705

0,037 kK — 0,0085 * 0,0002 hr*
Ti

b, embo g 20 30 40 50
% 6-APA
experim, 90,9 80,1 71,9 65,3 58,4

0,050 K — 0,0100 + 0,0002 hr

h

o3, Jlembo g 20 30 40 50
o b-APA
o 853 703 598 502 451

0,100 K — 0,0160 £ 0,0002 hr

Ph Ti

Mol en bare. 10 20 30 40 50
o 6-A
e 789 615 491 382 301

0,167 K — 0,0240 + 0,0002 hr?

—— =

Phr = Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA LIX
Disolucién reguladora de Borates

pH = 7,80; g = 0,5; t = 55°C

"B Ti a
molTl—1 en er?cl)ggs 16 24 32 40 48
o 6-APA
b 80,8 730 658 592 532
0,0637 k> = 0,0171 = 0,0002 hr
B Tiempo
molTI—1 en horas 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 85,2 73,0 62,5 53,8 4'6,0
0,0956 i’ — 0,0190 + 0,0002 hr
B Ti
moll  en noras 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 89,2 71,2 61,8 52,5 44.8
0,1487 k> = 0,6201 * 0,0002 hr
B Tiempo
molTl—1 en horas 9 16 24 32 40
marl 80,0 651 528 430 348

0,1912 k> = 0,0271 * 0,0002 hr™

Br — Concentracién de la disolucién reguladora.



TABLA LX
Disolucién reguladora de Boratos

pH = 8,20; n = 0,5; t = 55°C

B Tiempo
molTl~1 en horas 8 16 24 32 40
% 6-APA
experim. 80,0 62,8 49,5 39,0 30,8
0.0567 k> = 0,0290 £ 0,0003 hr™
B Tiempd
molTl—1 en horas 4 8 16 24 32
> 6-APA
prerim. 87,5 76,5 59,2 45,5 35,0
0,0962 k> = 0,0331 * 0,0003 hr
B Tiempo
mol.rl—1 en horas © 12 18 24 30
% 6-APA
oporim. 702 501 372 221 211
0,1361 k’ = 0,0420 * 0,0003 hr™
B T
mol.rl-1 en errlr:)ggs 6 12 18 24 30
% 6-APA
experim. 72,0 53,]. 39,0 28,5 21,0
0,2023 k’ = 0,0531 = 0,0003 hr™
Br = Concentracién de la disolucién reguladora.
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TABLA LXI
Disolucién reguladora de Boratos

pH = 8,70; p = 0,5; t = 55°C

Br " Tiempo
moll-!  en noras 2 4 6 8 10
o 6-AP
oo 835 680 581 485 419
0,0587 k’ = 0,087 £ 0,002 hr™
B Tiempo
molTl—l en horas 2 4 6 8 10
o 6-APA
prerim. 80,0 63,8 50,8 41,5 32,5
0,1100 k> = 0,112 * 0,003 hr*
Br Tiempo
mol1*  en horas 2 4 6 8 10
> 6-APA
prerlm, 77,2 60,3 47,2 37,0 29,2
0,1512 kK = 0,126 * 0,002 hr*
Br = Concentracién de la disolucién reguladera.



TABLA LXII
Disolucién reguladora de Boratos

pH = 9,10; 1w = 0,5; t = 55°C

B Tiempo
molTl—1 en horas 1 3 5 7 9
% 6-APA o
experim. 83,0 57,5 40,0 27,7 19,2
0,0500 k> = 0,018 = 0,002 hr
B Tiempo
molrl—1 en horas 1 3 S 6 8
e 820 561 380 323 212
0,0650 k> = 0,019 £ 0,003 hr
B Tiempo
mc:lTl-1 en horas 1 3 4 S 6
o 800 515 415 335 268
0,0870 k> = 0,022 * 0,002 hr
Br Tiempo
mol 11 en horas 1 3 4 5 6
o 792 505 403 320 258
0,1010 k> = 0,023 £ 0,002 hr?

— —

Br = Concentracién de la disolucién reguladora.
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I 3. Efecto del pH sobre la velocidad de descomposicién, a distintas temperaturas.

De los resultados experimentales obtenidos anteriormente se deduce, por una
parte, que el pH influye notoriamente en la velocidad de descomposicién y, per otra,
que algunas de las disoluciones amortiguadoras empleadas ejercen un efecto cata-
litico.

Con objeto de aislar el primero de estos efectos, cuande simultdneamente hay
el catalitico, se extrapola el valor de las constantes de velocidad hasta concentracion
cero de disolucion reguladora. De esta forma, o bien directamente (en ausencia de
catalisis), se han obtenido los valores de k’ a cada pH, a distintas temperaturas y a
fuerza idnica constante de 0,5, los cuales estin agrupados en las tablas LXIII, LXIV
y LXV.

La representacién grafica del logaritmo de k’ frente al pH nos muestra cémo la
velocidad de degradacién depende de dicha magnitud. En la grafica 26, y especial-
mente en la curva de 35°C, se observan dos puntos de inflexién en la zona acida,
los cuales coinciden sensiblemente con los dos pK’ del acide 6-Aminopenicilanico.
Como veremos mdas adelante, la forma de la curva queda justificada si se tiene en
cuenta que el 6-APA puede existir en tres formas, segin la zona de pH en que se
opere: catidnica, neutra y aniénica.
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TABLA LXIII

t = 35°C; p = 0,5
PH K’ k log k'
1,00 0,1820 — 0,72
1,50 0,1260 — 0,89
2,00 0,0956 — 1,02
2,30 0,0526 — 1,28
2,60 0,0288 — 1,55
2,90 0,0195 — 1,71
3,30 0,0135 — 187
3,40 0,0150 — 1,83
4,30 0,00110 — 196
5,00 0,00437 — 2,22
6,00 0,00182 — 2,74
6,70 0,00132 — 2,88
7,40 0,00099 — 3,00
7,80 0,00089 — 3,05
8,00 0,00105 — 2,89
8,20 0,00144 — 2,70
8,70 0,00631 — 219
9,10 0,0126 — 1,90




TABLA LXIV

t=45C p =205

PH Kk’ ko log k’
1,00 0,550 — 0,30
1,50 0,263 — 0,56
2,00 0,166 — 0,78
2,30 0,126 — 0,90
2,60 0,099 — 1,00
2,90 0,066 — 1,18
3,40 0,044 — 1,36
4,30 0,022 — 1,74
5,00 0,110 — 1,9
6,00 0,0062 — 2,26
6,70 0,0032 — 250
7,40 0,0021 — 2,67
7,80 0,0018 — 2,73
8,00 0,0026 — 2,58
8,20 — —
8,70 0,00794, — 2,10
9,10 0,0229 — 1,64
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TABLA LXV

t = 55°C; =03
pH K’ K, log k’

1,00 1,20 + 0,1

1,50 0,708 — 0,15
2,00 0,363 — 0,44
2,30 0,263 — 0,58
2,60 0,132 — 0,72
2,90 — 0,88
3,40 0,118 — 0,93
3,90 0,063 — 1,21
4,30 0,035 — 1,44
5,00 0,021 — 1,68
6,00 0,0087 — 2,06
6,70 0,00457 — 2,34
7,40 0,00347 — 246
7,80 0,00364 — 2,44
8,00 0,00436 — 2,36
8,20 0,00603 — 2,22
8,70 0,0151 — 1,82
9,10 0,0479 — 1,32
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1. 4. Cinética de la hidrélisis catalitica del dcido 6-Aminopenicildniso en
- disolucién acuosa.

La descomposicion del 6-APA, en disclucién acuosa, catalizada por los iones
H,0" y OH", viene afectada por la clase y proporcién de cargas que pueda poseer
dicho 4cido. Puesto que el 6-APA es un “aminoédcido neutro”, a partir de los pK’,
v pK’,, a cada temperatura, se pueden calcular las proporciones de la_forma dipolar
en equilibrie cen las formas aniénica o catiénica, en funcién del pH.

97



Considerando los equilibrios:

H,0* OH-
HOOC — R — NH*, = “00C — R — NH*, = -00C — R — NH,

resulta para las correspondientes constantes:

Ko — _ [700C—R— NH%] [H,07] [-O0C— R — NH,] [H,07]
Ka, =

[HOOC — R — NH*,] % = " [-00C — R — NH*,]
Si llamamos
xxpt = fraccién molar del 6-APA como catién
xp £ = fraccién molar del 6-APA como ion dipolar
xg — = fraccién molar del 6-APA como anién

v. teniendo en cuenta que las formas anidnica y catidnica no se presentan simulta-
neamente a pH inferior a 3, en este caso se cumple:

xwtT+ xpE=1

y si representamos, abreviadamente, por [H*] la concentracién de ion hidronio,
resulta:

Ka, xg * = (l—xg +' [H]

de donde
+
xpt = B Lo B (I11.2)
[H] + Ka,
Analogamente
Ka (1 — xgt) = xg * [H*]
de donde
xp = = Ka,. (I11.3)
[H*] + Ka,
De la misma forma, a pH superior a 3, donde xg + = O, obtendriames:
+
xpi= L (I11.4)
[H*] + Ka,
- — K= (IIL5)
[H] + Ka,

Ecuaciones que nos permiten hallar las distintas fracciones iénicas en fun-
ciéon del pH, y que se encuentran recogidas en las tablas LXVI y LXVIL
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TABLA LXVI

°C PH (H*] k’ GEY xt
35 1,00 1,00.10™" 0,182 1,82 0,945
35 1,50 3,17.107 0,126 4,10 0,835
35 2,00 1,00.10~2 0,0956 9.56 0,613
35 2,60 2,51.10~° 0,0288 12,30 0,284
35 2,90 1,25.10° 0,0195 15,60 0,163
35 3,10 7,95.10~° 0,0155 19,50 0,113
45 1,00 1,00.10~" 0,550 5,50 0,962
45 1,50 3,17.10° 0,275 8,65 0,886
45 2,00 1,00.10° 0,166 16,60 0,762
45 2,60 2,51.10°° 0,099 39,80 0,382
145 2,90 1,25.10° 0,067 53,50 0,238
55 1,00 1,00.10™ 1,200 12,00 0,985
55 1,50 3,17.10° 0,912 28,60 0,956.
55 2,60 1,00.10°* 0,525 52,50 0,865
55 2,60 2,51.10° 0,275 110,00 0,674
55 2,90 1,25.10~ 0,191 153,00 0,453
55 3,10 7,95.107 0,151 190,00 0,382
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TABLA LXVII

oC pH {H+] K’ TIHAT xp *
35 3,40 3,98.10~ 0,0150 37,6 0,94
35 3,30 1,62.107* 0,0251 69,3 0,84
35 4,30 5,02.107° 0,0110 219 0,62
35 4,52 3,02.10°° 0,00794 260 0,50
35 5,00 1,00.10°° 0,00500 500 0,25
45 3,40 3,98.10°* 0,0436 110 0,91
45 3,90 1,26.10~ 0,0302 240 0,75
45 4,37 4,27.10°° 0,0234 534 0,50
45 5,00 1,00.107° 0,0141 1410 0,192
45 5,60 2,51.10°° 0,00661 2640 0,056
55 3,40 3,08.10™ 0,115 290 0,863
55 3,90 1,26.10* 0,0692 548 0,665
55 4,20 6,32.10~ 0,0501 792 0,500
55 5,00 1,00.10~° 0,0209 2090 0,137
55 6,50 2,51.10°¢ 0,0126 5020 0,038

35 6,00 1,00.10°° — — 0,015

La velocidad total de la reacciéon de hidrélisis vendra dada, en principio, por
la suma de las velocidades de cada uno de los siguientes procesos posibles:

R* + H,0" — productos
R* 4+ H,0 — productos
R* 4+ OH™ — productos
Rt 4 H,0* - productos
Rt + H,0 — productos
R+ + OH- — productos
R- 4+ H,0* — productos
R~ 4+ H,0 — productos
R- 4+ OH- — productos

Sin embargo, teniendo en cuenta la propercién de cada una de las formas
del 6-APA en funcién del pH del medio y considerando que, de acuerdo con los
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resultados precedentes, el ataque del agua a las formas catiénica y dipolar es des-
preciable frente al del ien hidronio, podemos admitir que Gnicamente contribuiran

a la velocidad total de hidrolisis los procesos siguientes:

R* 4+ H,0* — productos (1)
Rt + Ha.O'+ — productos (2)
R~ 4+ H,0¢" — productos (3)
R~ + OH- — productes (4)
R~ + H,0 — productos (5)

Resultando para la constante aparente de velocidad, medida en relacién a la
cantidad tota] del 6-APA, representada .por_RT :

_dgi= K [Rr] = k; [H*] xg * + ko [H*] xe = + k, [H*] xg— +
.dt
+k4xR_[OH'] +1‘Hzo CXR T (III.G)

Sustituyendo xy +,xg +, xg —, por sus valores respectivos (1I1.2, 1.3 y 111.4),
la ecuacién general para el calculo de la velocidad de hidrélisis total, llamado

k, a ky,o sera:

RV S Ll I [ Ko T +
! [H] 4 Ka, *7 7 | Kay + [H]  [H'] + Ka,
: Ka,
+ | ko + k; [H] + k, [OH] } TH] + Ka, (11L7)

que nos permite calcular las constantes aparentes (k’) para ocualquier valor del pH,
cenociendo las constantes k,, k,, k,, k, y k,, que determinaremos a continuacién:

IIL. 4.1. Determinacién de las constantes k,, k,, k, y k,.

En las series realizadas en medio 4cido puede admitirse que la reaccion sea
catalizada unicamente por iones hidronio. En este caso, la ecuacién (I11.6) quedara
reducida a:

. dRt ) : .

— g = K [Rel=k [H]xp* k[HT xpt 4k, [HT xg~
donde k,, k;, v k, pueden ser consideradas como las constantes de velocidad de la
hidrélisis de las formas catiénica, dipolar y aniénica del 6-APA, y k’ la constante
aparénte de velocidad de primier orden deducida experimentalmente.

Dividiende por [H*] y.teniendo en cuenta que al expresar las concentracio-
nes como fracciones molares, su suma es la unidad, resulta:

k(
[H—+] = k1XR+ + kngi + kaxR - '(IIIB)
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A pH inferior a 3, en que xx =0
y puesto que
XR + =1 — XRi

podemos escribir la ecuacién precedente de la forma:

[H] ~
La tabla LXVI recoge los valores de k

H*]

— (k; — k)x: t 4 k, (HL9)

k]

y los calculados de x, + para

>

[H']
las gréficas 27, 29 y 31. Son lineas rectas de pendiente —(k,—k,) y ordenada en el
origen k,. Las constantes se determinaron a partir de la mejor recta obtenida por el
método de minimos cuadros. Los valores encentrados para k, y k, se mecogen en

la tabla LXVIII.

pH a 35, 45 y 55°C. La representacién de frente a x , + puede observarse en

TABLA LXVIII

°C —(k —k,) K, k,
35 19,8 1,12 21
45 70 2,00 72
35 283 2,34 286
De la misma forma, a pH superior a 3, en que xg + = 0y xg —=1—xp £
podemos escribir la ecuacién (I11.6) de la forma siguiente:
k,
[H] = —(k,—k,)xg = + k, (I11.10)
La tabla LXVII recoge los valores de [—Iﬁ y los calculados de xp *para

cada pH, a 35, 45 y 55° C. La representacién de frente a xg *puede observarse

[H']
en las graficas 28, 30 y 32. Son lineas rectas de pendiente —(k,—k,) y ordenada
en el crigen k,. Los valores de k, y k, se recogen en la tabla LXIX.
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TABLA LXIX

oC _(kz_ka) k2 ka

35 560 20 580
45 1290 65 1225
55 2060 280 2340

En medio basico, donde Ia totalidad del 6-APA estd en forma anidnica, la
velocidad vendra dada por la ecuacion

dR .
" T =k'[Rr] = k, [OHT] xg -
t
y como a pH basice puede admitirse que
xk = [Rr]
tendremos
k’ = k, [OHT] (I11.11)
Introduciendo la correccién de la concentracion de iones hidroxilo pa-
ra pp = 0,5 y a la temperatura correspondiente, de acuerdo con los valores ta-
bulados por Harned y Hamer (38), la férmula precedente puede escribirse
kq
=Tk

En las tablas LXX, LXXI y LXXII se recogen el ccnjunto de valores de
k, a 35,45 y 55° C, a tres pH, asi como el valor medio.

.
_5_.|oz 1
he™ i mol 71 L

]

"
5] hesimairy, A 0,6 te 35°¢

30
204

i N

o1 02 03 04 05 06 07 08 0B 1 3

GRAFICA 27

v - v T
'R 02 03 04 05 06 07 08 ap LI 23

GRAFICA 28
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TABLA LXX
t=35C g = 0,5; k, = 398.10™
pﬁ_— OH- k’ k4
8,0 398 . 10 0,094 236
8,5 1,25 . 107 0,027 222
9,0 398 . 10°® 0,010 252
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TABLA -LXXI

t = 45°C; p = 0,5; k, = 7,60. 10"
pH OH- K’ k4
8,0 76 . 10°° 0,0302 398
8,5 24 . 10°° 0,105 416
9,0 76 . 107 0,300 398

k,medio. = 403 hr™ mol™ 1

TABLA LXXII

t= 55°C; it = 0,5; k, =114 .10™
pH OH- X K,
8.0 11,4 . 10 0,0063 553
8,5 35 . 107 0,022 614
9,0 114 . 10 0,063 553

K, medioc = 9572 hr* mol™ 1

11I. 4.2. Determinacién de k, ¥y pH de minima degradacion.

La representacién de la curva log k’ frente al pH (grafica 26), presenta un
minimo en las proximidades de los pH 7 a 8. Si tenemos en cuenta que a pH su-
periores a 5,5 no existe, practicamente, e] 6-APA en forma dipolar, la ecuacion
general (II1.6) nos conduce a:

K = k, [H] + k, [OH]

y
k.kw
r + —_—
Derivando -k’ con respecto a [H*] e igualando a cero, resulta la expresion
dk’ . k, - ku
d [H*] — ®a T [H*]* -
de donde

[H] = Vk" l'(k‘” (I11.12)
-3
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Substituyendo en esta f6rmula k, y k, por les valores encontrados para cada
temperatura en la presente Memoria, y k ,, por sus correspondientes valores (38),
podemos determinar el pH de minima degradacién a cada temperatura. La tabla
bla LXXIII recoge los valores experimentales leidos directamente de la grafica 26

v los calculados por la expresién (I111.12), juntamente con los valores experimentales
y calculades de k.

TABLA LXXIII
pH pH
0:} k k k“i(;l“,"- min. min. k, k,
8 4 cale. exp.  calc. exp.

35 580 233 2,088 7,05 7,8 0,0011 0,0010
45 1290 403 4,020 6,90 7,7 0,0013 0,0018
55 2060 372 7,29 6,86 7,6 0,0050 0,0042

Como puede observarse, existe suficiente concordancia entre los valores ex-
perimentales y los calculados.

Para cada una de las temperaturas estudiadas, les periodos de semi-descom-
posicién del 6-APA en disolucion acuosa y a los pH de méxima estabilidad son:

t;y, = 703 hrs. a 35°C
t,/, = 384 hrs. a 45°C
t,/, = 164 hrs. a 55°C

1I1. 4.3. Variacién de la velocidad de descomposicion con la temperatura.

Disponiendo de los valores de la constante de velocidad a varias temperatu-
ras, a varios pH y a @ = 0,5 (tablas LXIII, LXIV y LXV), la relacién mas sen-

cilla entre estas magnitudes viene dada por la ecuacion de Arrhenius.

donde k; es la constante de velocidad, T la temperatura absoluta, R la constante
de los gases (1,987 calorias grado™ mol™), A una constante denominada factor de
frecuencia y A E, la energia de activacién.

La forma logaritmica de la ecuacién anterior

log k AE, 1 log A
°8 ki = H308r T T °8

indica que si se cumple la ecuacion de Arrhenius, la representacién de log k frente
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a T da, en cada caso, una recta de pendiente

AE,
2,303R ’

que permite calcular el valor

correspondiente de la energia de activacién aparente.

1
Al representar frente a T los logaritmos de las constantes aparentes de ve-

locidad, correspendientes a los pH 1,0, 3,2 y

9,0, para los cuales el 6-APA existe en

una sola forma, resulta en cada caso una linea recta de cuya pendiente puede calcu-
larse la energ’a de activaciéon correspondiente. La pendiente de la recta de la gra-

1
fica 33, donde se representa log k’ a pH 10,0 frente a p o nos permite e] calculo para

la reaccién de hidrélisis del 6-APA catién.
fica 34 deducimos la energia de activacion
tones y la forma dipolar del 6-APA y, por
la gréifica 35, la energia de activacién para
la forma aniénica del 6-APA.

Los valores encontrados son:

AE,; = 161 £
AE,, = 174 %
AE,, = 10,0 £

«togh’

10
R*+Hy 0"z Procuctioa

2E0)e 16,5 Keal. mot™!

00
07
Y]
as
[

03

De la pendiente de la recta de la gra-
aparente de la reaccién entre los pro-
altimo, de la pendiente de la recta de
la reaccién entre los iones hidrexilo y

0,2 Kcal mol™
0,5 Kcal mol™
0,5 Kcal mol™

R%+H;0% Productos

8Ea;317,4 Keal, mot™!

0 32 kR

l'.m’
GRAFICA 33

R 12

GRAFICA 24



— log k'

2,

2,0 R™+ 0Kz Productos

AEay = 10,8 Keal, mot=?

¥ T T T

3,0 3,1 3,2 3,3

GRAFICA 35

HI. 5. Efecto catalitico de las disoluciones reguladoras empleadas.

En las reacoiones que tienen lugar en disolucién acuosa, cuando se presenta
una catdlisis acido-base, los efectos mas importantes son, generalmente, los produ-
cidos directamente por los iones hidronio e hidroxilo de la disolucién. De hecho,
hay muchas reacciones en las que estos iones son los inicos catalizadores efectivos.
Sin embarge, ademas de los efectes especificos de los iones hidronio e hidroxilo, es
posible detectar, frecuentemente, los efectos cataliticos de otras especies acidas o
L4sicas en el sentido de la teoria de Broensted-Lowry.

En las secciones siguientes se estudia el efecto catalitico de las especies qui-
miocas de las disoluciones reguladoras empleadas. Para ello se han determinado las
constantes de velocidad, variando su concentracién y mantenimiento constante el pH,
la temperatura, la fuerza iénica y la concentracién de 6-APA en cada serie.
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III. 5.1. Disolucién reguladora de “Boratos”.

La disolucién reguladora de Boratos presenta la dificultad derivada de las
diversas especies qu'micas presentes, ya que ccntiene no solamente acido bérico,
BO,H,, y iones ortoborato BO,H™,, sino también iones metaborato BO™, y tetra-
borato B,O'= Para trabajar a fuerza iénica constante y poder determinar ésta, ha
sido necesario utilizar concentraciones pequefias de disolucién reguladora cem ob-
jeto de que la fuerza iénica venga determinada principalmente por la concentracién
de la sal.

En el intervalo de pH estudiado (7,80 a 9,10), el 6-APA se encuentra, fun-
damentalmente, en forma aniénica. Las reacciones posibles, partiendo del supuesto
de que el 4cido bérico se encuentra solamente en la forma neutra y como ion orto-
borato, seran:

R- k,(=k,)
. k,
R~ 4+ BO,H, ———— productos

— productos

R~ 4+ BO,H-, —l(:’——> productos

La velocidad total del proceso sera:

dRt
— " =k [R] + k [R] [BOyH,] + k, [R] [BO,H-,]
teniendo en cuenta que en esta region de pH [Rt ] = [R~], que la ecuacién cinética
es de primer orden, y que k;, = k.
dRT 3 ’
— g = FIRrI=KIR]

y substituyendo
k' [R] =k, [R7] + k, [R7] [BO; H,] + ks [R7] [BOH7]
y
kK =k, + k, [BO,H,] + k; [BOH,]
que, combinada con las ecuaciones

[BO.H,] [H']

Ko =" pomy = o4 10" (IL13)
[BO,H~,] + [BO,H,] = [B1] (IIL14)
se obtiene: «
‘— [Br
€ =k + o — BTl T 1[<a]
L T Ty
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K.

[Br] .
° [HY]

K
[H*]
[H] k, + k - K,
[H] + K,
Si representamos k, per kg, v k 5 por kgo, y—2, nos queda la ecuacién en
la forma siguiente:

K=k, + (k, + k )

k’ = ko + [B[-]

kK — ko + [BI'] [H+] kBOaHJ ‘*‘ kBOaH_1 : Ka (111.15)
[H] + K,

La representacion grafica de las constantes de velocidad observadas (k’) frente
a las concentraciones totales de disolucién reguladora respectivas, segin la ecuacién,
nos da una recta para cada pH, y extrapolando a concentracién cero de disolucién
reguladora, la constante de velocidad k, en agua, para las concentraciones de iones
hidronio e hidroxile en la mezcla sal/acido dada.

En la grifica 6 y en las tablas XXVI a XXIX se muestran los porcentajes
de 6-APA en funcién del tiempo, asi como los valores de las constantes de velo-
cidad {k’) para cada pH. Las medidas se realizaron a fuerza iénica, concentracién
de 6-APA, relacién sal/icide y temperatura constantes, variando solamente la con-
centracion total de disoluciéon reguladora a un pH dado.

El conjunto de representaciones graficas de las constantes de velocidad de
primer orden (k’) halladas en las condiciones experimentales, frente a la concen-
tracién total de disolucién reguladora, se recogen en la grafica 25 y en la ta-
bla LXXIV.

El hecho de que la pendiente sea positiva en este tipe de representacién gra-
fica indica que, por lo menos, una especie de la disolucién reguladora tiene efecto
catalatico sobre la descomposiciér del 6-APA. En la tabla LXXV se dan los valores
de k, para las series realizadas, juntamente con los de k’ obtenidos a concentracion
Lotal de boratos mol 1%
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TABLA LXXIV

[BOSHS] [BOaH_z] [Br] [CINa] k’
mol 1-1 mol 1-1 mol 1-1 mol 12 hr-t
pH = 7,80
0,055 0,008 0,063 0,496 0,0021
0,083 0,012 0,095 0,949 0,0030
0,131 0,018 0,149 0,491 0,0026
0,167 0,024, 0,191 0,488 0,0035
pH = 8,20
0,042 0,014 0,057 0,493 0,0040
0,072 0,024 0,096 0,489 0,0051
0,104 0,032 0,136 0,484 0,0067
0,166 0,036 0,202 0,483 0,0089
pH = 8,70
0,020 0,036 0,059 0,481 0,012
0,080 0,030 0,110 0,470 0,015
0,070 0,082 0,151 0,459 0,018
pH = 9,10
0,015 0,035 0,050 0,465 0,022
0,020 0,045 0,065 0,455 0,024,
0,027 0,066 0,087 0,440 0,027
0,031 0,070 0,101 0,420 0,033
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TABLA LXXV

—— —

pH [H30+] [Brl k’hr-1. 102 kohr-1 . 102
7,80 3,01 10-° 0,100 0,25 0,89
8,20 6,31 10~ 0,100 0,55 1,44
8,70 2,00 10-* 0,100 1,40 6,31
9,10 7,95 107 0,100 2,95 12,60

Resolviendo el sistema de ecuaciones obtenidas al -substituir k’, ky y [Br]
en la ecuacion (II1.15) por los correspondientes valores hallados a dos pH distintos,
obtendremos los valores de los coeficientes cataliticos:

kposy, = 0,008 hr- mel™ 1

kgo:n—> = 0,3  hr' mol™ 1

III. 5.2. Disolucién reguladora de Fosfatos.

Las constantes catal’ticas de cada especie i6nica implicada han sido determi-
nadas de forma analoga a la utilizada en la disolucién reguladora de Boratos. Las
determinaciones se han realizado a pH comprendidos entre 5,8 y 8,2. Si tenemos en
cuenta que en este intervalo el 6-APA existe fundamentalmente en forma aniémica y
que las especies cataliticas de la disclucién reguladora son los iones PO, H-, y PO H",

las reacciones posibles son:
R—— —— productos

R~ + P0'4H‘2‘—k1—-—> productos

R~ 4 PO H" ks

— productos
De aqui podemos deducir que la velocidad total del sistema es:

dR
——~ = K [Rr] =1k [R] + Kk [R] [POH,] + k, [R] [PO,H"]

(11L.16)

Como quiera que en esta region de pH, [Ry ] = [R] y que la ecuacién
cinética es de primer orden, se deduce que:

kK’ =k, + k, [PO,H,] + k, [POH"] (I11.17)
Razonande como en e] caso anterior, resulta k, = k,, y si sustituimos k,
por kpo.n—, ¥ ks por kpo, =, nos queda la ecuacién (IIL.17) en la forma siguiente:

kK =k, + kpouu—, [POH,] + kpou=[POH7]
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que, combinada con las ecuaciones

[H*] [POH7]
Kay =
[POH,]

[POH,] + [POH7] = [Phr]
permite llegar a la expresion

H*] kpowm—: -+ keoin=Ka,
[H*] + Ka,

mediante la cual es posible calcular les coeficientes cataliticos k po,n,- ¥ kpo,g=
resolviendo el sistema formado al sustituir los valores cxperimentales k’, k, y [H*]
obtenido a dos pH distintos dentro del intervalo efectivo de la disolucién amorti-
guadora.

En la grifica 5 y en las Tablas XXII, XXIII, XXIV y XXV se muestran
los porcentajes de 6-APA en funcién del tiempo, asi como los valores de las cons-
tantes de velocidad (k’) correspondientes a las series cinéticas realizadas a pH 6,00,
6,70, 7,40 y 8,00.

k =k, + [Phr] L (111.18)
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TABLA LXXVI

[PO4H2Na] [PO4HNa] [Phr] [CINal k’

mol 1-1 mo] 1-1 mol 1-1 mol 1-1 hr-1
pH = 6,00

0,0525 0,0105 0,0630 0,4160 0,006

0,0788 0,0157 0,0945 0,3741 0,008

0,1050 0,0210 0,1260 0,3220 0,011

0,1575 0,0315 0,1890 0,2480 0,015
pH = 6,70

0,0169 0,0206 0,0375 0,4213 0,003

0,0220 0,0275 0,0495 0,3850 0,003

0,0450 0,0560 0,0950 10,2900 0,006

0,0675 0,0825 0,1500 0,1850 0,008
pH = 7,40

0,0053 0,0322 0,0375 0,3971 0,0022

0,0071 0,0429 0,0500 0,3642 0,0027

0,0142 0,0858 0,1000 0,2284 0,0044

0,0213 0,1287 0,1500 0,0926 0,0059
pH = 8,00

0,002 0,047 0,049 0,460 0,0022

0,004 0,080 0,084 0,256 0,0030

0,005 0,106 0,111 0,177 0,0035

0,008 0,159 0,167 0,013 0,0050

Los resultados obtenidos para k’, a cada concentracién de disolucién regu-

ladora, para los cuatro pH estudiados, se recogen en la tabla LXXVIL

Las representaciones de las constantes de velocidad k’ en funcién de las
concentracicnes respectivas de disolucién reguladora dan lineas rectas (ecuacion
111.18) de pendiente positiva, mostréndose el efecto catalitico de las especies inte-
grantes de la disolucién reguladora (grafica 8). Extrapolando a concentracion cero
de disolucion reguladora, obtendremos el valor de k, en cada caso. En la tabla
LXXVII se dan los valeres de k, para los experimentos realizados, juntamente con
los valores de k’ a concentracién total de disolucién reguladora [Phy 7 0,100 mo-

les 17
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TABLA LXXVII

PH [HqO“] [Phr] kK’hr-1. 102 kohr_l . 108
6,00 1,00 10-° 0,100 8,70 1,80
6,70 1,00 10~ 0,100 5,55 1,30
7,40 3,98 10°° 0,100 4,35 0,99

8,00 1,00 10~ 0,100 3,40 1,05

Resolviendo el sistema de ecuaciones obtenidas, al sustituir k’, K, y [Phr]
en la ecuacién III 18 por los correspondientes valores hallados a dos pH distintos,
obtendremos los valores de los coeficientes cataliticos correspondientes:

kpow—; = 0,07 hr™* mol™ ]
kpo,n= = 0,02 hr™ mol™ ]

I11.5.3. Disolucion reguladora de Acetatos.

En la grafica 7 y en las tablas XIX, XX y XXI se muestran porcentajes
de 6-APA en funcién del tiempo, asi como los valores de las constantes de velo-
cidad (k’) para cada pH, y a temperatura de 35°C. Las determinaciones se reali-
2aron a fuerza ibnica, concentracién de 6-APA, relacién sal/4cido y temperatura
constantes, variando solamente la concetracién tctal de disolucié reguladora a un
pH dado.

En la tabla LXXVII se recogen el conjunto de datos para las representaciones
de las constantes de velocidad de primer orden (k’) hallades en las condiciones
experimentales, frente a las concentraciones de acido acétice no disociado y iomes
acetato, respectivamente, los cuales corresponden a las graficas 36 y 37.

El hecho de que las pendientes sean positivas en este tipo de representaciones
indica que, tanto el ion acetato como el acido acético no discciado tienen efecto
catalitico sobre la descomposicién de] 6-APA,

En el intervalo de pH a que se ha trabajado con la disolucién reguladora
de Acetatos (pH 3,40 a 5,00), el 6-APA se encuentra en las formas moleculares di-
polar (R*) y anidnica (R™).
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TABLA LXXVIII

[AH] [A-] R+ R- k’'.10¢
mol 11 mol 1-1 mol 1-1 mol 1-1 hr-1
pH = 3,40
0,095 0,005 0,94 0,06 19
0,190 0,010 0,94 0,06 27
0,285 0,015 0,94 0,06 31
0,380 0,020 0,94 0,06 37
pH = 4,30
0,068 0,032 0,62 0,38 20
0,106 0,064 0,62 0,38 28
0,204 0,096 0,62 0,38 37
0,272 0,128 0,62 0,38 48
pH = 5,00
0,036 0,064 0,25 0,75 9
0,072 0,128 0,25 0,75 14
0,108 0,192 0,25 0,75 20
0,144 0,256 0,25 0,75 26

Las fracciones molares de cada una de estas formas, a los distintos pH es-
tudiados, se recogen en la tabla LXXV. Por consiguiente, las reacciones que pue-
den ocurrir, representande por AH el icido acético molecular y per A~ el anién

acetato, son:

Rt ky — productos
R- ko — productos
R+t 4+ AH ky — productos
Rt 4 A~ ke — productos
R~ 4+ AH kg — productos
R+ A —ﬁ——> productos

A pH 3,40, todo el 6-APA estd, practicamente, en la forma dipolar y el anico
componente de la disolucién reguladora es el acido acético no disociado; por tanto,
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la pendiente de la recta obtenida al representar k’ frente a la concentracién de AH
(grafica 36), procedente de los datos de la tabla, nos da directamente la constante
catalitica del acido acético sobre la hidrélisis de la forma dipolar del 6-APA:

k, = 0,06 hr"" mol™ 1

pra4,30

pH=3,40

0,04 008 042 0,16 02 024 020 032 0,3 040 [aH] mot =!

GRAFICA 36

Las pendientes (S) de las rectas obtenidas al representar k’ en funcién de la
concentracién de icide acético no disociado, a pH 4,30 y 5,00, de la misma gra-
fica, representan la accién catalitica del AH sobre las formas aniénica y dipolar
del 6-APA, pudiendo escribirse:

= kAHXRi + ksxR—
Como conocemos el valor de k,, las fracciones molares de 6-APA, a cada pH,
v las pendientes (S) de las rectas correspondientes a cada pH estudiado, podemos
calcular el valor de k, al sustituir dichcs valores en la ecuacién precedente. El valor

medio encontrado es
ky, = 0,23 hr" mol™ 1
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Los efectos cataliticos de los iones acetatos sobre cada una de las formas
existentes de 6-APA, para cada uno de los pH estudiados, estin representados por
las pendientes de las rectas obtenidas al representar k’ frente a la concentracién de
jones acetato (grafica 37).

S = keXr™ + k; xg
Rsolviendo el sistema de ecuaciones obtenido a] sustituir los valores corres-
pondientes de las pendientes y fracciones molares respectivos a los pH 4,30 y 5,00,
hallamos los coeficientes catalitices k, y k,.
Los valores encontrados son:
k, = 0,46 hr™ mol™ 1
k, = 0,057 hr" mol™ 1

e i

b ve

o, 0,24 a7 mot

G RAFICA 37

III. 6. Efecto salino primario.

Con objeto de obtener resultados comparables en todas las determinaciones
realizadas hasta ahora, se ha operado siempre a fuerza iénica constante de 0,5,
completando con cloruro sédico la concentracién total del solute. Sin embargo, es
conveniente llevar a cabo el estudio del efecto salino, tanto por tratarse de una
variable que siempre debe ser tenida en cuenta, como por las cemsecuencias que
pueden deducirse de su conocimiento.

La ecuacién de Broensted-Christiansen-Scatchard (39)

Z;l Zb g? Za Zb g? K
DkTr DkT 1 +K

expresa el efecto de la constante dieléctrica y de la fuerza iénica sobre las veloci-
dades de reaccién cuando ambos reactantes son iones.

]n‘k:]mko—
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En las condiciones limites, es decir, para disoluciones muy diluidas, cuandec
la constante dieléctrica del medio es infinita, y empleando logaritmos decimales, se

llega a la ecuacién.

logk’ p_ = log ko + Z,Zy AV 1
donde k, es la constante de velocidad para fuerza i6énica nula, y A es una constante
aue a 35°C, y en medio acuoso, vale 1,038. En tales disoluciones, la representa-
cién de log k’ frente a /(. debe dar una linea recta de pendiente positiva para
icnes con carga del mismo signo, de pendiente negativa para iones con carga de
distinto signo y de pendiente nula, si uno o ambos reaccionantes no presentan carga.

La ecuacién precedente ha sido confirmada por varias reacciones, las mds
representativas de las cuales han sido recogidas por Livingston (40) en un diagrama
en el que se muestran los tres tipos de comportamiento de la constante de velo-
cidad, de acuerdo con lo indicado anteriormente.

Aunque en sentido estricto, la validez de esta ecuacién se limita a disoluciones
muy diluidas, no es sorprendente el hecho de que sensiblemente se cumpla para
fuerzas ionicas superiores a 0,2.

A fin de tealizar un estudio experimenta] del efecto salino, se han preparado
una serie de discluciones a tres pH distintos: 1,00, 3,30 y 9,10, donde e] &cido
6-APA se encuentra, pricticamente en su totalidad, en cada una de las tres formas:
catiénica, dipolar y aniénica, respectivamente. Para cada uno de estos pH, en las
disoluciones se mantienen constantes la temperatura y las concentraciones de 6-APA,
variando unicamente la fuerza iémica del medio per adicién de las cantidades ade-
cuadas de cloruro sédico. Las diferencias de pH producidas por el aumento de la
ccencentracién de las sales neutras son tan pequefias que no tienen significado en
la variacién de las velocidades de reaccién.

En las tablas LXXIX, LXXX y LXXXI se recogen los datos para el cilculo
de las constantes de velocidad aparente correspondientes a los experimentos reali-
dos a cada pH; en la grifica 38 estd indicada la representacién del tanto por ciento
de penicilina activa en relacién al tiempo, a las fuerzas iénicas que se indican.
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TABLA LXXIX

Disolucién reguladora de Acido clorhidrico

pH = 1,00 t =35°C
Tiempo B
" en noras 1 2 3 4 5

% 6-APA .

experim_ 88,3 77,9 68,8 60,7 53.5
0,2 k> = 0,13 £ 0,01 hr

Tiempo

en horas 1 2 3 4 5

% 6-APA

experim. 87,6 76,7 67,2 58,9 51,6
0,3 k> = 0,14 £ 0,01 hr,

Tiempo

en horas 1 2 3 4 5

% 6-APA

experim. 86,7 75,1 65,1 56,4 48,5
0,4 k> = 0,16 * 0,01 hr!

Tiempo

en horas 1 2 3 4 5

% 6-APA

experim. 89,9 73,1 62,5 53,5 45,7
0,5 k> =016 = O,Ql hr!

Tiempo '

en horas 1 2 3 4 5

% 6-APA

experim. 844 71,1 60,0 50,6 42,7
0,6 k> = 0,17 = 0,01 hr

Tiempo

en horas 1 2 3 4 5

% 6-APA

experim. 84‘57 71,3 6072 50,4‘ 4‘2,3
0,7 k> = 0,17 £ 0,01 hr™
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TABLA LXXX

Disolucién reguladera de Acetatos

pH = 3,30 t =35°C
.
® e, 10 20 30 40 50

% 6-APA

cperim. 875 762 665 581 50,7
0,2 I’ = 0,014 * 0,0002 hr

T

en horas 10 20 30 40 50

% 6-AP '

e 874 167 612 588 516
0,3 K = 00127 * 0,0002 hr™

emRe 10 20 30 40 50

% 6-APA

operim. 87,6 168 674 577 518
0.4 k' = 0,0126 + 0,0002 hr

Ti . L

en hovas 10 20 30 40 50

% 6-APA

oxperim. 87,6 16,7 612 588 516
0,5 k' = 0,0129 + 0,0002 hr

= —

en nores 10 20 30 40 50

% -6-APA . '

onperim. 874 765 668 586 513
0,6 K = 0,0128 * 0,0002 hr"

T4 .

on bovas 10 20 30 40 50

% 6-APA . ' : :

oxperim, 878 769 676 589 520
0,7 ' kK = 0,010 + 0,0002 hr
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TABLA LXXXI

Disolucién reguladora de Boratos

pH = 9,10 t = 35°C
" Tiempe

en horas ].0 2-0 30 4'0 50

% 6-APA

experim, /9,7 57,3 43,4 32,8 24.9
0.2 kK — 0,028 + 0,002 hr

=

en bonas 5 10 15 20 25

% 6-APA

experim. 845 71,5 604  SL1 43,2
0.3 kK = 0,034 + 0,002 hr

Ti

en heos 5 10 15 20 25

" % 6-APA

oiperit. 83,2 680 512 475 394
0.4 K — 0038 * 0,002 hr

'Ti

en hoss 5 10 15 20 25

% 6t-APA

oxperi. 817 665 543 442 361
0,5 k> = 0,041 * 0,002 hr

= .

en hovss 5 10 15 20 25

Aol 801 639 511 409 327
0,6 K — 0,045 * 0,002 hr

empo 5 10 15 20 25

oA 806 642 505 403 321
0,7 K — 0,045 + 0,002 hr

[ ————————————————
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Los resultados obtenidos experimentalmente se resumen en las tablas

LXXXII, LXIII y LXXXIV, para cada uno de los pH; en la grafica 39 se repre-
centan los log k’ frente a V.

Como puede observarse en la gréifica, hay un efecto salino claramente com-
prchable, a los pH 1,00 y 9,10, no observandose efecto alguno a pH 3,30.

TABLA LXXXII

pH = 1,00 t = 35°C
w i ~ kne gk
0,2 0,447 0,13 1,130
0,3 0,547 0,14 1,165
0,4 0,632 0,15 1,19
0,5 0,707 0,16 1,215
0,6 0,775 0,17 1,240
0,7 0,837 0,17 1,240

TABLA LXXXIII

pH = 3,30 t = 35°C
S S ——
© \/ 1L k’hr—1 log kK’
0,2 0,447 0,0140 2,146
0,3 0,547 0,0127 2,104
0,4 0,632 0,0126 2,101
0,5 0,707 0,0129 2,103
0,6 0,775 0,0128 2,109
0,7 0,837 0,0101 2,160
TABLA LXXXIV
pH = 9,10 t = 35°C
m \/l-l K'’hr—1 log K’
0,2 0,447 0,028 2,19
0,4 0,547 0,034 2.4
0,4 0,632 0,038 2,24
0,5 0,707 0,041 2,26
0,6 0,775 0,045 2,28
0,7 0,837 0,045 2,28
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CAPITULO 1V

DISCUSION E INTERPRETACION DE RESULTADOS

1V. 1.—Resultados cinéticos.

Los resultados experimentales obtenidos anteriormente deben ser elaborados
a la vista de la cinética del proceso de descomposicion de 6-APA con objeto de
lograr un esquema del mecanismo de la reaccién. Por ctra parte, este estudio per-
mitird igualmente una prediccion de la estabilidad del acido 6-Aminopenicilanico en
funcién de las diversas condicicnes de cocentracién, pH, temperatura, etc. Tal pre-
diccién es consecuencia directa del estudio cinético y se concreta en una expresion

matematica que relaciona las distintas variables consideradas.

IV. 1.1. Cinética de bz hidrolisis del dcido 6-Aminopenicilinico.

Como ya se indicé en el capitulo III, la velocidad total de la hidrolisis del
6-APA scra la suma de las velocidades correspondientes a cada uno de los siguien-

tes procesos:

R* 4+ H,0* — productos (1)
R+ + H,0* — productos (2)
R~ + H,0¢ — productos (3)
R~ 4+ OH- — productos (4)
R* + H,0 — productos (5)

Resultando para la censtante de velocidad:

kK =k, [H] xg- + k, [H] x+ + ky [H] xp— +

+ kexr— [OHT] + kpio-xr—

Sustituyendo xp+, xgt, xg—, por sus valores respectivos (U1.2, I11.3,

II1.4) y k y,0 por kg, la ecuacién general para el cilculo de la velocidad de hidré-

lisis es:
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K=k [H]— L e [ Ke, . [H]

[(H"] + Ka, Ka, + [H] ~ [H'] + Ka,
’ Ka
+ | ko +ky [H] + k, [OH] | —2
o T+, [OH] |t
qus nos permite calcular las constantes k, para cualquier valor del pH, conociendo

las constantes ki, k,, k;, k, y ky,o, que se determinaron a las temperaturas de
35, 45 y 55°C, en el capitulo III, y cuyos valores se indican en la tabla LXXXV.

TABLA LXXXV
'k k k s
1 2 3 4
oC hr-'mol~t1 hr-imol-t1 hr~ mol—t1 hr-'mol-11 kH20
35 1,12 20,5 580 233 .0,0011
45 2,00 68,5 1.225 403 0,0013
55 2,34, 283 2.340 572 0,0050

De les valores de las constantes catalticas anteriores se deduce que la ca-
talisis por icnes hidroxilo es mas intensa que la debida a los iones hidronio.

IV. 1.2. Curva log k, — pH.

La representacion grafica frente al pH de las constantes de velocidad k,, ob-
tenidas directamente cuando las especies de las disoluciones reguladoras no ofrecen
actividad catalitica, o mediante extrapclacién a concentracién cero de disolucién
reguladora, en el caso contrario, nos da una curva (grafica 26) con dos puntos de
inflexién en la zona 4cida y un minimo en la zona de pH préxima a la neutralidad.

El perfil de la curva log k, — pH justifica las reacciones parciales postuladas
anteriormente. A pH muy bajos, inferiores a 1, la Gnica forma practicamente exis-
tente del 6-APA es la catiénica, por lo que el proceso total se igualara al (1). Se
trata de una recta cuya ordenada en el origen nos dara aproximadamente k’, ya
que su ecuacion, segin se deduce de (II1.6), seria:

log k, = log k, + log [H,0"]

El primer punto de inflexiéon, a pH 2,20, aproximadamente, coincide practi-
camente con el pk, del 6-APA. En las proximidades de este pH coexisten las formas
catiénica y dipolar del 6-APA que, al ser atacadas por los iones hidronic con dis-
tinta intensidad, hacen que cambie la pendiente y aparezca el puntd de inflexién
precisamente cuando existe el 50 % de cada una de las formas R* y R+, lo que
ocurre cuando el pH es igual al pK,.
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Alrededor de pH 3,50," la unica forma existente del 6-APA es la dipolar,
por lo que el proceso que exclusivamente tiene lugar es el (2). A pH superior a 3,50
comienza a tener importancia la forma R, y como ambas especies son atacadas
por los iones hidronio con distinta intensidad, hay un cambio de pendiente, apa-
reciendo un nuevo punto de inflexion a pH 4,50, aproximadamente, coincidiendo
con pk,.

Entre pH 5,00 y 6,00 todo el 6-APA esti practicamente en forma iénica, y
los procescs posibles sen el (3) y el {5); pero, como se deduce de los valores de
los coeficientes cataliticos, el proceso predominante es el ataque de los protones a
la forma amiénica; por esto, este tramo es practicamente una recta. A partir de
pH 6,00, la cencentracién de iones hidronio ha disminuide lo suficiente para que
el proceso (3) apenas tenga significacién, siendo la. reaccién dominante la pura-
mente hidrol'tica, zona achatada de la curva préxima al minimo. Por el contra-
rio, a temperaturas mas altas, al ser el coeficiente catalitico de ataque de los iones
hidronic a la forma aniénica consiedrableiente mayor, el proceso hidrolitico tiene
comparativamente menos significacion y el minimo es mas pronunciado. A partir
de pH 7,00, la concentracién de iones hidronio es despreciable, comenzando a ad-
quirir importancia la concentracién de iones hidroxilo y, consecuentemente, el ata-
que de éstos a la ferma anioénica. Este tramo de la representacién log k, — pH
zerd una recta de ecuacién log k, = log k,-p |-, cuya ordenada en el origen sera

log k,.

)

IV. 1.3. Efecto catalitico de las disoluciones amortiguadoras.

Ademas de los efectes espec’ficos de los iones hidrégeno e hidroxile, se ha
comprobado la existencia de una actividad catalitica de otras especies 4cidas o ba-
sicas, en el sentido de Broensted-Lowry.

La disolucién de Boratos ha sido la primera de las estudiadas (11.5'.1). El
efecto catalitico de las disoluciones reguladoras de Boratos, a los pH comprendidos
entre 7,80 y 9,10, estd indicado en la gréafica 25, y las pendientes positivas muestran
que algunas de las especies de la disolucién reguladora tienen efecto catalitico.

La evaluacién del efecto de la disolucién de Boratos supone ciertos problemas,
ya que la misma contiene no solamente acido bérico no discciado, BO;H,, y iones
BO,H-,, sino también iones BO~, y B,0=,. La concentracién real de cada uno de
estos iones es de dificil determinacién en las condiciones en que se opera, resul-
tando practicamente imposible realizar con exactitud el céalculo de la fuerza idnica
de tales discluciones reguladoras y, por tanto, el de las constantes cataliticas de cada
una de las especies. Para obviar la primera de estas dificultades, se ha trabajado
& concentraciones de disolucién reguladora relativamente bajas, afiadiendo una gran
cantidad de sal neutra. La fuerza iémica vendrd determinada, principalmente, per
la concentracién de la sal. En nuestros experimentos, la conoentracién total de di-
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solucién reguladora nunca ha excedido de 0,200 M y, en la mayoria de los casos,
ha side bastante menor.

En los pH considerados, el 6-APA se encuentra en forma aniénica, por lo
que las reacciones que principalmente pueden ocurrir son las de ataque de los
iones Borato y del 4cido bérico sin disociar sobre dicha forma.

El hecho de que las pendientes vayan aumentande a medida que aumenta
la concentracion de iones Borato, indica que la catalisis més intensa es debida a
estos iones. Los valores de los coeficientes cataliticos hallados en (II11.5.1) confirman
lo dicho e indican, ademis, que el 4cido bérico sin disociar ne muestra, préctica-
mente, actividad catalitica.

En (II1.5.2) se ha estudiado el efecto catalitico de Fosfatos entre pH 6,00
y 8,00. La representacién grafica de su concentracién total frente a k> en hr* (gra-
fica 24) nos da rectas de pendientes distintas y positivas en todes los casos. En
esta region, el 6-APA existe en forma anidnica y las especies de la disolucién re-
puladora que estin presentes son el PO,H™, y el PO H=. El calculo de los coefi-
cientes catalticos realizado en (II1.5.2) indica que la catélisis més intensa es de-
bida a esos iones PO,H, y que, en términos absolutos, ambas especies iénicas PO, H,~
v PO,H® muestran una actividad catalitica poco intensa sobre la descomposicion
de la forma aniénica del 6-APA.

El estudie de la disolucién reguladora de Acetatos (I11.5.3). se ha hecho a
los pH 3,40, 4,30 y 5,00. A estos pH existen las formas dipolar y aniénica del 6-APA,
y las especies de la disolucién reguladora que estan presentes son el ion Acetato
y el acido acético sin disociar. En principio, son posibles las combinaciones entre
las dos especies del 6-APA vy las de la disolucién reguladora; sin embarngo, el calculo
de los coeficientes cataliticos indica que la catilisis del ion Acetato sobre la forma
aniénica y la del icido acético sobre la forma dipolar no ‘tienen casi significa-
¢i6n, mientras que la accién de los iones Acetatos sobre la forma dipolar y las del
acido acético sobre la forma aniénica son mdis importantes, y especialmente la de

la primera.

IV. 1.4 Efecto salino.

En II1.6 se hizo el estudio de la influencia de las sales neutras del medio a
los pH 1,00, 3,30 y 9,10, donde el 6-APA se encuentra, précticamente, en su tota-
lidad en las formas catiénica, dipolar y ani6nica, respectivamente.

Los resultados obtenidos experimentalmente se resumen en las tablas LXXXII,
LXXXIII y LXXXIV, para cada uno de los pH, y en la grifica 39 se representan
los log k’ frente a. \/ﬁ o

A pH.1,00 se observa un efecto salino primario positivo, tal como cabia es-
perar para interacciones .enire iones con cargas del misnio signo.

B e R* + H30+ — productos
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La pendiente de la recta log k> — V/jt nos permite evaluar el producto Z, Z,
que resulta ser de 0,24.

A pH 3,30, practicamente todo e] 6-APA esti en la forma dipolar y el Gnico
componente de la disolucién reguladora es el acido acético. Por consiguiente, las
reacciones que pueden ocurrir son:

R* + AH — productos
R+ + H,0* — productos

A este pH, el efecto salino es nulo, lo que nos confirma el hecho de que am-
bos pueden tener lugar, tal como se desprende de los datos cinéticos, que indican
que cada una de las reacciones anteriores contribuyen a la welocidadi total con un
38 % y 62 %, respectivamente. La representaciéon log k> — V/p para este pH nos
da una recta de pendiente cero y el producto Z, Z, serd, por tanto, nulo.

Por iltimo, se estudié la influencia de las sales neutras sobre la descompo-
sicion del 6-APA en disolucién reguladora de Boratos a pH 9,10, encontrandose un
efecto saline: positivo. La pendiente de la recta log k' — Vb es igual a la obtenida
a pH 1,00 y, por lo tanto, Z, Z,, es idéntica a la hallada para dicho pH. Todo ello
nos indica que son los aniones borato con una carga negativa y los iones hidroxilo
les responsables de la degradacién del 6-APA en forma aniénica.

R~ + BO,H-, — productos
R- 4 OH- — productos

Los datos cinéticos confirman todo lo dicho, encontrandose que el anién
borato es el principal responsable del proceso.

IV. 2. Mecanismo de degradacion del écido 6-Aminopenicilénico.

En la descomposicién del 6-APA por el agua o sus iones, tiene lugar la for-
macién de un B-aminoicido dicarboxilico denominado 4cido penicico.

En medio acido, empleando el reactivo de Pan (20), Dennen y col. (21)
comprueban la transformacion de]l 6-APA a acido penicico protonizado. La hidré-
lisis del anillo B-lactamico estd influenciada por la concentracion de protones del
medio que, al compartir los electrones libres de los 4tomos de nitrégeno del grupo
amino primario y del anillo tiazolidinice, originan centros cationoides que actian
sobre el anillo B-lactamico facilitando su ruptura. Por otra parte, como han de-
mostrado Bell y Bayles (41), el grupo RNH*, forma fécilmente puentes de hidré-
geno con las moléculas de agua del medic, estabilizando la molécula. Basados en el
espectro de absorcion en el LR. Austin y col. (42) y Grant y Alburn (43) sefialan
que la carga del grupo amino puede estar asociada con moléculas de agua para
formar hidratos de D-a-amincbencilpenicilina. Nosotros creemos posible la forma-
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cién de estos hidratos en la molécula de 6-APA | como obviamente se puede de-
duc'r de la semejanza de sus estructuras. En ambos casos seria necesaria la com-
probacién de estas hipétesis para la formacién de puentes de hidrégeno.
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La estabilidad del 6-APA en medio icido es superior a] de todas las peni-
cilinas conocidas thasta el momento, aproximandose mis a la D-a-aminobencilpe-
nicilina, aunque no son comparables debido a que tienen mecanismo diferente de
degradacion, ya que el 6-APA no contiene cadena latera] y, por lo tanto, carecen
del grupo carbonilo de enlace amida, que da lugar a transformaciones intramole-
culares que conducen a la formacién de icido penilico en las penicilinas.

En medio basico, la formacién de icido penicico y sus derivados, a partir
del 6-APA, no presenta ninguna dificultad estructural, ya que estas sustancias son,
en tedos los casos, los productos esperados por una ruptura normal de anillo B-lac-
tamico.
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En este medio, el mecanismo de descomposicién del 6-APA es el mismo que
el de las penicilinas, es decir, la ruptura del anillo Blactamico. La labilidad de este
anillo contrasta con la acusada estabilidad de las sustancias que contienen B-lactama
en cadena abierta, tal ccmo la destiobencilpenicilina (44), sumamente estable en
medio acido y basico, confirmandose la idea de que es la falta de la resomancia
normal del enlace amida, debida a la no coplanaridad de los anillos B-lactama-tia-
zolidino ccndensados, la causa principal de la inestabilidad de la B-lactama del
6-APA. En las penicilinas, a este efecto hay que sumar e] de la cadena lateral, que
con su efecto inductivo contribuye a aumentar la labilidad del anillo B-lactamice
en medio alcalino.

cH
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NH2— CH——CH CH
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CO——NHE——CH ~ COOH

Destiobencilpenicilina.

En medio meutro, donde la hidrélisis del anillo f-lactimico es minima, puede
tener lugar una reaccién secundaria que consiste en un ataque nucleofilico por el
grupo amino primario scbre la {-lactama de una molécula préxima, formando po-
liamidas de longitudes de cadena variables.
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En este caso, la reaccién de polimerizacién se sigue directamente en el es-
pectro ultravioleta a 304 mp, donde el producto polimerizado presenta un maximo
absorcién, mientras que el 6-APA y el 4cido penicico apenas tiene absorcios a esta
longitud de cnda (U.V. 1). Simultineamente se ha seguido el espectro infrarrojo en
las disoluciones de 6-APA (al 20 %) liofilizadas, dejadas una semana a ‘tempera-
tura ambiente. Las medidas en €] infrarrojo nos revelan la aparicién de amida mo-
nosustituida a 6 y 6,6p, y la pérdida del anillo B-lactdmico a 5,6 — 5,7y, como
puede comprobarse en los espectros L.R.-1 e L.R.-2. Puesto que la polimerizacion es
funcién de la concentracién, se ha seguido la reaccion a pH 8,00, a 35°C, y a
distintas concentraciones iniciales de 6-APA, desde 2.107> M hasta disoluciones
de 6-APA del 20 %, observindose que hasta 5.10° M no aparece absborcién a 304
m}. con el tiempo.

La cinética de degradacion se ha seguido cuantitativamente por iodometria,
vy cualitativamente por el espectro ultravioleta en la banda de 304 mp donde, ni
el 6-APA ni sus productcs de degradacion a acido penicico ejercen absorcion algu-
na, como se dsprende del espectro adjunto (U.V. 2). Por consiguiente, al emplear
una concentracién inicial de sustrato 2.107° M, todas las constantes calculadas en
esta Memoria corresponden a la cinética de descomposicién del 6-APA a acido

penicico.
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CONCLUSIONES

1.2—Se ha puesto a punte una técnica para la valoracién del icido 6-Amino-
penicildnico en presencia de sus productos de degradacién, siendo suficientemente
satisfactoria la precisién conseguida.

2.8 La hidrélisis del acido 6-Aminopenicilanico corresponde a una cinética
de primer orden para una concentracién de 2.10°” M, en el intervalo de pH 1,00
a 9,10. Esta velocidad depende, invariablemente, de la concentracién de iones hi-
dronic.

3.2 —Las velocidades de hidrélisis, a las tres temperaturas estudiadas, pre-
sentan un minimo a pH 7,70, aproximadamente. En esta regién, los periodos de
semi-descomposicion del 6-APA tienen los siguientes valores:

t,/, = 703 hr a 35°C

t,/, = 384 hr a 45°C

t,/, = 164 hr a 55°C
4.2—Las formas catiénica, dipolar y aniénica del 6-APA se hidrolizan a ve-
locidades distintas. Los valores de las constantes cataliticas de ataque de los icnes

hidronio a cada una de las tres formas, a las temperaturas estudiadas, son los si-
guientes:
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k, = 1,12 hr* mel™ 1 a 35°C
k, = 20,5 hr™* mol™ 1 a 35°C
ks = 580 hr* mol™ 1 a 35°C
k, = 2 hr* mol™ 1 a 45°C
k, = 68,5 hr* mol™ 1 a 45°C
ky = 1225 hr* mol™ 1 a 45°C
k, = 2,64 hr! mel™ 1 a 55¢C
k, = 283 hr' mol™ 1 a 55°C
k; = 2340 hr'~ mol™ 1 a 55°C

5.—En medio alcalino, la hidrélisis de la forma aniénica del 6-APA esta
catalizada por iones hidroxilo. Los valores de las constantes cataliticas de ataque
de los iones hidroxilo a] 6-APA, para cada temperatura, son los siguientes:

k, = 233 hr* mol™ 1 a 35°C
k, = 403 hr* mol™ 1 a 45°C
k, = 572 hr* mol™ 1 a 55°C
6.>—Para cada 'temperatura, la ecuacién que nos da la constante de veloci-

dad de la catélisis especifica acido-base del 6-APA en disolucién acuosa, en fun-
cion del pH, es:

, [H*] Ka, [H*]
kK =%k [H] ———=—— + k, [H* 1 _
[H] [H*] 4- Ka, [H'] [Ka1 + [H] +[H+] + Ka,
Ka
k, + + OH ] [--—-—"2
+ ke + K B + K, T J]m o

7.2—La hidrélisis del icido 6-Aminopenicilanico presenta una catalisis ge-
neral acido-base. En disclucién reguladora de Boratos se ha encontrado que €] anién
Borato muestra una intensa actividad catalitica en la hidrélisis de] 6-APA, en la
forma aniénica. Por el contrario, el acido bérico puede considerarse, practicamente,
como especie no catalitica. Los coeficientes cataliticos hallados son:

kposHar~ = 0,008 hr™ meol™ 1
kpostar™ = 0,3 hr' mol™ 1

8.2 —En disolucién reguladora de Fosfatos se ha encontrado que los iones
PO,H~, y PO,H= muestran una ligera actividad catalitica sobre la fcrma aniénica
del 6-APA. Los valores encontrados para los roeficientes cataliticos respectivos son:

kpoi—yr~ = 0,07 hr* mol™ 1
kpo.= g~ = 0,02 hr™ mol™ 1
9.°—Respecto a los componentes de la disolucién reguladora de Acetatos, los

resultados muestran que e] anién Acetato tiene una intensa actividad catalitica so-
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bre la forma dipolar, y muy ligera frente a la forma aniénica. En cuanto al acido
acético no disociade, cataliza la hidrélisis de la forma aniénica de]l 6-APA, mien-
tras que su accién frente a la forma dipolar es muy escasa. Los valores calculados
para los coeficientes cataliticos son:

kan;r- = 0,06 hr* mol™ 1
kan,;r~ = 0,23 hr* mol™ 1
kart = 0,46 hr™ mol™ 1
ka,x— = 0,057 hr™" mol™ 1
10.2—Se ha encontrado, experimentalmente, que en medio alcalino pH 9,10

v es medio dcido pH 1,00 existe un efecto salino positivo. A pH 3,30 no se ha en-
contrado influencia de las sales neutras.

11.2—A partir de las constantes cataliticas a 35, 45 y 55°C, se han deter-
minado las correspondientes energias de activacién, cuyos valores son:

AEa, = 16,2 = 0,2 Kcal mol™ 1
AEa, = 174 = 0,5 Kcal mol™ 1
AEa, = 10,0 £ 0,5 Kcal mol™ 1

12.2—Se discuten los resultados obtenidos, asi como los mecanismos posi-
bles de la descomposicién hidrolitica del acido 6-Aminopenicilanico, presentando
un esquema coherente cen todos los datos experimentales obtenidos.
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ALGUNAS PLANTAS DE LA VERTIENTE LEONESA DE LOS
PUERTOS DE VEGARADA Y SAN ISIDRO

POR
M. MAYOR, J. ANDRES Y R. CARBO

Departamento de Botdnica

SUMMARY

20 species recolected in Vegarada and S. Isidro (Ledn) are recorded with
some brief indications about their ecolcgy. A bibliographical revision of each of
the specie early mentioned in similar ecological areas are also performed.

Los puertos de Vegarada y San Isidro se encuentran enclavados en plena
Cordillera Cantabrica, ocupando parte de la mitad occidental del limite entre las
provincias de Asturias y Leén.

Consultada ampliamente la bibliografia, pudimos observar que la vertiente
leonesa de dichos puertos, fue muy poco visitada por los botanicos nacionales y
extranjeros. Ello nos movié a herborizar la zona, en los meses de julio y agosto
de los afios 1969 y 1970, recogiendo gran cantidad de material destinado a la
confeccién del herbario de la Catedra de Botanica de la Facultad de Ciencias
Biolégicas.

Entre todas las especies reccgidas, seleccionamos algunas, que consideramos

de mayor interés.

Dryopteris villarii (Begardi) Woynar

Recogido en la falda del Monte de la Silva (P. de Lillo), en fisuras de rocas
calizas. Determinado por el profesor Rivas Martinez.

Losa y Montserrat no lo citaron para la region. Lawalree lo encontrdl en
Picos de:Europa a 1.400 m. El P. Lainz lo sefiale en Pefia Ubifia y Somiedo como

zona mas occidental.
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Gymnocarpium robertianum (Hoffm.) Newman

Recolectade en el término de la Fumbea (P. de Lillo). Losa no lo cita
para la Cordillera Cantabrica. Litardiére lo sefialé en Covadonga (Lage Enol) y
Guinea en la slerra de Ricacaviello. Ambas citas al oriente de nuestra recoleccidn.

Aconitum lamarckii Reichenb

En el borde de un arroyc, en los prados de siega de respina (Puebla de
Lillo), no lejos del hayedo y poco abundante.
Existe cierte: confusionismo en cuanto a la nomenclatura de este taxon. Se-
euimos para su determinacién las claves de Flora Europaea.

Silene macrorhiza Gay/Durieu

En la Collada del Viento (Vegarada), por encima de los 1.600 m., sobre
suelos siliceos, Muy postrada y bastante abundante.

En Arbas por Durieu, Bourgeau y mas tarde por Rivas Goday y Rivas Mar-
tinez. Lainz la encontré en San Isidro.

Losa, que nc la cité en su trabajo en los montes cantabros y leoneses, du-
daba que esta planta se encontrara en Espana, a pesar de las citas del Prodromus.
Es Bellot quien le saca de la duda al citarla en Galicia y también P. y S. Dupont
que la encontraron en Torrebarrio y Torrestio.

Silene acaulis L.

En la cumbre de la Collada del Viento (Vegarada) formando masas muy
compactas.

Leresche y Levier la habian recogido en Pefia Vieja. Lesa en Pefia Prieta,
Mampodre y Coriscao. Lascombes y Guinea en los Picos de Europa. P. y S. Dupont
en Puerto Ventana y Pefia Ubiiia.

El Prodromus de Willkomm y Lange no la citan en la Cordillera Canta-
brica. No conocemcs citas de la extensa zona que separa Mampodre de Puerto
Ventana.

El encontrarla ahora en Vegarada supone una nueva localidad hacia el
oeste en la Cordillera Cantabrica.

Androsace villosa L.

Recogida en el mismo lugar que la especie anterior.

Existen algunas citas de Gandoger, Lascombes y Dresser en los Picos de
Europa, asi como de Losa en alturas superiores a los 2.000 metros.

Willkom y Lange la sitian en €] Pico de las Corvas, cerca del convento de
Arbas.
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Veronica ponae Gou

En la Collada del Viento (Vegarada). Por encima de los 1.700 m.

Gandeger, Dresser y Guinea la citan en los Picos de Europa. Por su parte,
Losa lo hace en Crémenes. En Prodromus Florae Hispanicae, aparece una cita
vaga en Asturias. Todas las localidades precisadas estan a] este de la nuestra.

Veronica aphylla L.

En la Collada del Viento (Vegarada). Por encima de los 1.700 m.

Lascombes la habia encontrado en el piso alpino de los Picos de Europa.
Losa en Pena Prieta y Mampcdre. Lainz la recogié en Pefia Ubifia y Puerto de
Scmiedo. El resto de las citas que conocemos de esta especie son del Pirineo ca-
talan y aragonés.

Homogyne alping Coss

En e] puerto de Vegarada hacia los 1.500 m. Muy poco abundante. Lesa
la sefial6 en €l puerto de Tarna en matorrales de Erica y Calluna. Lain anoté su
presencia en Pajares, San Isidro y Sajambre. No conocemos mas citas en la Cor-

dillera Cantabrica.

Aceras hircira Ldl.

En el monte de la Cofradia (Puebla de Lillo), sobre calizas y cerca del
hayedo. Lesa la encontré en Riafio. Pereda en Santander y P. y S. Dupont en el
Puerto de Somiedo. Lange la cita de Asturias.

Veratrum album L.

En el Collado del Viento (Vegarada) y en la falda de Pefia Nevares (Pue-
bla de Lillo). Relativamente poco abundante.
Losa lo senalé en la umbria de Pefia Labra. Willkomm en Pice de Arbas

y Vicioso en los alrededores de] puertc: de Tarna.

Jurtcus squarrosus L.

En turberas en formacién en Las Colladillas (Puebla de Lillo).

Losa (al igual que Boissier y Reuter) lo cita en praderas turbosas en Cu-
ravacas. Durieu en el pico de Arbas y Rivas Goday y Rivas Martinez en la laguna
del mismo nombre. Los Dupont en la vertiente lecnesa de] puerto Ventana. No
conocmos citas de la parte central de la Cordillera Cantabrica.
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Juncus trifidus L.

En la Collada del Viento (Vegarada) por encima de los 1.800 m. y en la
cumbre de Pena Nevares, muy abundantes. Losa y Montserrat lo encontraron en
alturas superiores a les 1.800 m., a] este de nuestra cita. El Prodromus de Will-
komm no lo sefiala en la Cordillera Cantabrica.

Luzula spicata DC.

En la cumbre de Pefia Nevares (Puebla de Lillo) forma con el Juncus tri-
fidus la casi totalidad de la vegetacion existente. Lainz la sefalé en Leitariegos.
Losa y Montserrat en Mampodre. Willkom y Lange no la citan en la Cordillera

Cantabrica.

Iris xiphioides Ehrh.
En el berde del hayedo de Respina (Puebla de Lillo).

Lascombes lo cita en el piso subalpino de la regién. Losa lo habia encon-
trado en Pefia Redonda, Riafio y Coriscao. Lainz, en Santander.

Orchis odoratisima L.

En el hayedo de La Cofradia .(P. de Lillo). No conccemos citas en la regién.

Scirpus caespitosus L.

Abundantisima en el borde de una laguna al este de Pefia Nevares, for-
mando grandes céspedes. Allorge lo da en Arbas y turberas debajo del lago Au-
sente. Loza en Cubil del Can. El Prodromus Florae Hispanicae lo sefialan en el
P'rineo aragonés.

Dupont indica que esta planta es muy rara en Espana. La mayor parte de
sus localidades son del Pirineo, dice; a pesar de que él la encontré en la ver-
tiente leonesa del Puerto Ventana. N -

Rivas Martinez la sefialé en el pinar de Puebla de Lillo (Leén).
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