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RESUMEN

En la presente tesis se propone una metodologia a traves del uso de la espectrofotometria
UV-Vis para la determinacion de las hormonas &cido indol acético (AlA) y el acido giberélico
(AG) haciendo uso de las técnicas de las derivadas, siendo asi que se realizaron pruebas de
solubilidad de hormonas, pruebas de derivacion de espectros, eliminacion de interferentes
entre otros. Se defini6 como solvente una mezcla de etanol:alcohol isopropilico (3:1). El
orden de derivada elegido fue el de segundo orden con el cual se realizé la cuantificacion.
Una vez definido los pardmetros de nuestro método procedimos a la realizacion de las
cuantificaciones de tres diferentes productos fertilizantes; Plentyphos, Gib-bex y el producto
Fithor de la empresa Comercial Andina Industrial. La obtencion de la segunda derivada como
primer factor de cuantificacion nos llevo a realizar las curvas de calibracion, el &cido indol
acético (AIA) con un factor de determinacion (R?) de 0.9999 y en el caso del acido giberélico
(AG) con un factor de determinacion (R?) de 0.9976 y asi mismo con los resultados de estas
curvas se cuantifico las hormonas presentes en los productos antes mencionados,
obteniéndose las siguientes concentraciones: Plentyphos 0.207 g/L (AlA), Gib-bex 9.9 g/L
(AG) y el Fithor 41.21 g/L (AIA), 42.40 g/L (AG). Los resultados obtenidos son aceptables
ya que se encuentran dentro del rango establecido en las fichas técnicas de los productos, de
tal forma que podemos concluir que el método propuesto es una alternativa para la

cuantificacion de las hormonas en mencion.

Palabras Clave: fitohormonas, derivadas, espectroscopia, acido indol acético, &cido

giberélico.
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ABSTRACT

This research proposes a methodology using the spectrophotometry UV-Vis for the
determination of the hormones indol acetic acid (AlA) and gibberellic acid (AG), making use
of the techniques of the derivatives. The following tests were performed: solubility of
hormones, derivation of spectra and elimination of interferences among others. A mixture of
ethanol:isopropyl alcohol (3:1) was defined as a solvent. The second derivative was chosen
as the order to quantify. We quantify the three productos: Plentyphos, Gib-bex and the Fithor
product of the company Comercial Andina Industrial, after having defined the parameters of
our method. Obtaining the second derivative as the first quantification factor led us to
perform the calibration curves, indol acetic acid (AlA) with a determination factor (R?) of
0. 9999 and in the case of gibberellic acid (AG) with a determination factor (R?) of 0.9976.
Also with the results of these curves, we quantified the hormones present in the products
mentioned above, obtaining the following concentrations: Plentyphos 0. 207 g/L (AlA), Gib-
bex 9. 9 g/L (AG) and Fithor 41. 21 g/L (AlA), 42. 40 g/L (AG). The results obtained are
acceptable since they are within the range established in the technical data sheets of the
products, in such a way that we can conclude that the proposed method is an alternative for

the quantification of the hormones mentioned.

Key Words: Phytohormones, derivatives, spectroscopy, indole acetic acid, gibberellic acid.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Descripcion y Formulacion del problema
La agricultura es la actividad tradicional del Pert desde la época prehispanica donde se

desarrollaron varios productos de primera importancia que se encuentran hoy en todo el
mundo. EIl Peru es el pais de origen del tomate, de la quinua, del frejol, la yuca, de la
papa, entre otros. La exportacion de productos agricolas es ahora el tercer sector
econdmico del pais delante del textil quedando detras de la extraccion de minerales y de
la pesqueria industrial.

Desde los afios 2000, Per( es el primer exportador mundial de esparragos con un
promedio de 100,000 toneladas anual (més de US$500 millones), delante de China y
México.

Por esta razon y adentrandonos a las diferentes técnicas usadas por nuestros agricultores,
hoy en dia se utilizan formulados quimicos y biol6gicos para ayudar al crecimiento de
los diferentes cultivos; uno de ellos son los fertilizantes, con diferentes usos como son de
ayuda para el crecimiento, fortalecimiento, abundancia de flores y frutos, entre otros. Es
aqui que nos encontramos con el uso de las fitohormonas reguladoras de crecimiento:
auxinas y giberelinas.

Hoy en dia las técnicas de analisis de este tipo de hormonas son muy complejas mas ain
si se desean separar, sin embargo para productos con composicién conocidas como los
fertilizantes que se comercializan en el Peru, Por esto pretendemos hacer uso de una
técnica de cuantificacion que es a través del uso de las derivadas en espectroscopia UV-

Visible.
12



A pesar que las técnicas de cromatografia son las mas usadas en la actualidad, el uso de
la espectroscopia UV-Visible nos permite cuantificar las hormonas de crecimiento
vegetal, ya que emiten sefiales a longitudes de onda que se encuentran dentro del rango
de trabajo de nuestro Espectrofotometro UV-Vis. Y a su vez la derivacion de espectros

nos permitird eliminar problemas de ruido y ayudard a realizar cuantificaciones maltiples.

En base a lo mencionado anteriormente se ha planteado el siguiente problema:

¢Sera posible determinar las concentraciones del &cido indol acético (AlIA) y el acido
giberélico (AG) mediante el uso de la metodologia de espectroscopia ultravioleta aplicando

la técnica de derivadas?

1.2. Antecedentes
A lo largo del tiempo podemos encontrar estudios realizados empleando la espectroscopia

Uv visible, asi tal tenemos los siguientes antecedentes:

En la medicina también se puede aplicar la técnica de las derivadas como es el caso del
reconocimiento y cuantificacion de anticuerpos monoclonales, aqui se utilizd la segunda
derivada del espectro UV de los anticuerpos monoclonales, obteniéndose resultados
confiables y réapidos en comparacién a otras técnicas convencionales ( Jaccoulet E.,

Schweitzer A., Toussaint B., Prognon P. y Caudron E., 2018).

El empleo de la espectroscopia derivada en la determinacion de almiddn en presencia de

amilopectina es una técnica comparable con los métodos de calibracién directa, a pesar de

13



contar con interferencias, la técnica de derivadas logr6 dar resultados mas exactos

(Carrasquefio A. y Navas P., 2015).

Se empleo el uso de las derivadas en espectroscopia UV-Visible para la determinacion de
amino&cidos insaturados en suplementos alimenticios, con el fin de calcular multiples
aminoacidos y eliminar los posibles interferentes mediante la derivacion (Zambrano A.,

2014).

La aplicacion de la espectroscopia derivada es empleada para la evaluacion de la degradacion
de compuestos tdxicos como lo es el 2-clorofenol, la derivacion fue utilizada para eliminar
interferencias y cuantificar concentraciones persistentes y toxicas para la mayoria de sistemas

bioldgicos (Pérez 1., Aguilera I., Casals M., Abalos A., y Pérez R., 2013).

Para lograr la determinacion de vitaminas en productos farmacéuticos, se empled la
espectroscopia derivada, a pesar que las técnicas convencionales son las cromatogréficas en
esta metodologia se realizaron las pruebas estadisticas corroborando que la técnica de
derivada es totalmente confiable, del mismo modo se aplicaron las derivaciones para obtener

mejores sefiales para cuantificar y eliminar las interferencias del medio (Tello M., 2006).

En el empleo de nuevas técnicas de cuantificacion de proteinas se hizo el empleo de la
derivacion de los espectros UV Visibles y se utilizaron técnicas de alta presion, obteniéndose
de esta manera mejores resultados al momento de la cuantificacion (Lange R., y Balny C.,

2002).

14



1.3.

1.4.

Objetivos
Se plantearon los siguientes objetivos generales y especificos respectivamente:

e Objetivos Generales

- Determinar las concentraciones del acido indol acético (AlA) y el acido giberélico
(AG) mediante el uso de la metodologia de espectroscopia ultravioleta aplicando la
técnica de derivadas en formulados agroquimicos.

e Objetivos Especificos

- Obtener el orden de derivada que mejor defina los espectros obtenidos en el analisis
del &cido indol acético (AlA) y el &cido giberélico (AG).

- Definir la mejor metodologia para el tratamiento de las muestras.

- Realizar la cuantificacion de ambas hormonas simultaneamente.

Justificacién
El método de las derivadas por espectrofotometria de UV-Vis, es empleada para aumentar

la estructura fina de las curvas espectrales. Consiste en calcular la primera, segunda o
derivadas de orden superior de la intensidad o absorbancia respecto a la longitud de onda,
lo cual para este método propuesto es muy importante para la obtencién de los resultados
que se desean obtener.

El conocimiento del contenido de hormonas en los formulados fertilizantes es muy
importante debido a su importancia en el control del crecimiento en los diferentes cultivos
que se expanden a lo largo de todo el territorio peruano. En muchos casos diversos
fabricantes de los fertilizantes indican que sus productos poseen estas hormonas
encareciendo los productos, sin embargo en muchos casos esto no se cumple de tal forma

que realizar la medicion del contenido de las hormonas viene a ser un punto importante
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dentro del control de Fertilizantes y como apoyo al agricultor para no ver estropeado sus
cultivos y no tener que realizar gastos innecesarios para complementar el déficit de estas
hormonas.

Si bien es cierto existen metodologias que analizan a cada una de las hormonas por
separado por medio de equipos muy costosos y que a la vez emplean reactivos de alto
costo, este estudio llevara a proporcionar el método para realizar un analisis conjunto

para obtener resultados rapidos, exactos, precisos y de bajo costo.

1.5. Hipdtesis

Para la presente tesis se ha planteado la siguiente hipotesis:
La metodologia de espectroscopia ultravioleta aplicando la técnica de derivadas es

aplicable para la determinacion del &cido indol acético (AlA) y el acido giberélico (AG).
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1. Espectroscopia UV-Visible

La radiacion ultravioleta y visible interactia con la materia que causa las transiciones
electrénicas (promocion de electrones desde el estado fundamental a un estado de alta
energia). La region ultravioleta cae en el rango entre 190 a 380 nm, y la region visible caida

entre 380-750 nm.

| Microondas [Inﬁaruju:l [‘u’isihle] [Ultmuiuleta:] [ Rayos X ] [Ray'ns Gama]

. = & ] E 12
1 1072 10 10 10 1010 19

Longitudes de onda en centimetros

TN NV VSV VWM
M 074 @ @9

Abeja Cabeza de Protozooarios Moléculas Atomas MNicleo
alfiler Atomico

Figura 1. Longitud de onda expresada en centimetros.

e Transiciones electronicas:
Tenemos tres tipos de transiciones electrénicas los cuales se producen por la absorcion de
radiacion ultravioleta o visible, los cuales se dan por la excitacion de los electrones externos.
a) Transiciones del tipo &, o, y n electrones.
b) Del tipo de transferencia de carga.

c) Aquellos en los que intervienen los electrones d y f (no cubiertos en esta unidad)
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Debido a la absorcion de energia de un atomo o molécula, sus electrones sufren un cambio a
nivel energético pasando de un estado basal a la excitacion.

Pueden ocurrir fendmenos dentro de una molécula, como lo es la vibracion y giros de los
atomos que lo conforman. Estos fendmenos pueden pasar en diferentes niveles, los cuales
podrian ser considerados como empaquetados en la parte mas alta de cada nivel electrénico.
En este punto comentaremos sobre las moléculas orgéanicas, las cuales se restringen a ciertos
grupos funcionales (cromdforos), que poseen electrones de valencia de energia baja de
excitacion. La radicacion absorbida por este tipo de moléculas es compleja

Se dice compleja debido a que ambos fendmenos de vibracidn y rotacion se superponen en
sus transiciones electrénicas, generandose de esta forma una combinacion de lineas las cuales

Se encuentran superpuestas.

¥+ hv =X

hw X' X +he’ ([ viesvw)

E
Miveles energéticos sustancia X

jE = Er 'E.:|= h"-'

Figura 2. Niveles energéticos de una sustancia X.

AE es propio para cada tipo de sustancia, lo cual utilizaremos para realizar un ensayo
cualitativo de un activo en una solucion cualquiera. De este modo podemos utilizar los
resultados obtenidos para realizar cualquier tipo de ensayo cuantitativo, debido a que tenemos

que la energia absorbida o transmitida es directamente proporcional a la concentracion.
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Teniendo en cuenta la ley de Lambert Beer, reafirmamos que la intensidad de luz absorbida
o transmitida es directamente proporcional a su concentracion.

2.1.1. Ley de Lambert-Beer

Esta Ley nos permite explicar matematicamente lo que sucede con las moléculas al ser
irradiadas con energia, obteniendo asi espectros caracteristicos para cada compuesto. De
manera general cumple para cada proceso de absorcion en cualquier zona espectral, de este
modo cada unidad de longitud por la cual pasa la radiacion, absorbe la misma fraccion de
radiacion. Entonces, si un haz de luz de tipo monocromatica, “I,,”, pasase a través de una
materia de espesor, “I”, la reduccion en la intensidad de luz transmitida, “I.”, seria

proporcional al recorrido y a la concentracion de la sustancia absorbente, “c”.

Se denominaraa “€”, como el factor de proporcionalidad que representa la absortividad molar
y que nos brinda una relacion entre la probabilidad de la radiacion absorbida por parte de la
solucion en analisis. Asi de esta manera aplicaremos los logaritmos para moldear la siguiente

ecuacion:

Tenemos:

Log17° : Absorbancia (A).

Digamos que tenemos una sustancia X, la cual nos emitira una sefial en el rango del
ultravioleta, en este caso no poseera una sola energia debido al tipo de configuracion

electronica, pudiendo absorber a diferentes energias y con una distinta eficiencia en cada una,

de esta manera es como explicaremos como el espectro de absorcion posee curvas con
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diferentes amplitudes, es decir sefiales en diferentes longitudes de onda los cuales forman un

espectro.

[ea

Iy

| —)

1

Figura 3. Cambios energéticos representados en sefiales analiticas.

Cada una de las sustancia posee un espectro de absorcion caracteristico, como si fuera una
huella digital, el cual se vera afectado por su configuracion electrénica de la molécula, atomo
0 i6n y también de las transiciones electronicas que se puedan dar debido a la radiacion que
incida sobre ella.

2.2.Aplicaciones de la espectroscopia de absorcién

2.2.1. Andlisis cualitativo

Podemos definir como cromoéforo a una parte de la molécula que cumple con ciertas
caracteristicas y que presentan una absorcién aproximada entre 190 y 1400 nm, por ejemplo
los grupos carbonilo, nitroso, nitrilo, etc., de esta forma el grupo carbonilo produce que el
acido acético presente un pico de absorcion maximo a 279 nm. La intensidad de absorcién
de los grupos cromdforos varia ampliamente entre uno y otro, asi mismo se puede tener que
en una molécula existan distintos grupos cromo6foros que produzcan sefiales de absorcién con

diferentes formas e intensidades y situadas en rangos de longitudes de onda determinadas,
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con frecuencia es posible la identificacién y deteccién de estos grupos en la region
ultravioleta del espectro.

De esta forma, la mayoria de los miembros de los compuestos que contienen un Unico grupo
cromdforo, poseeran sus bandas de absorcion dentro de un rango espectral relativamente
pequefio, tomaremos como ejemplo los &cidos carboxilicos saturados, desde el formico al
estearico (18 carbonos), poseen sefiales de absorcién en un rango definido entre los 270 y
280 nm aproximadamente. Debido a que puede existir mas de un grupo cromoforo en una
misma molécula, y esta puede originar algun tipo de interaccién entre ellos, se han formulado
reglas generales. Por ejemplo:

A) Si los grupos croméforos se encuentran separados por mas de un atomo en la molécula,
esto lleva a decir que el espectro obtenido debe ser igual a la suma de los espectros obtenido
de cada cromoforo por separado.

B) Si los grupos cromdéforos se encuentran en tomos seguidos uno del otro, se ve afectado
el maximo de absorcion de tal manera que pasa a una longitud de onda mayor y la intensidad
de banda se incrementa comparandolos con el espectro de absorcion de compuestos
conteniendo los mismos cromoforos situados en carbonos no adyacentes. La presencia de
grupos conjugados se acompafia usualmente de un desplazamiento del maximo de absorcion

hacia longitudes de onda mayores, a este desplazamiento se le llama efecto batocromico.

2.2.2. Analisis cuantitativo

Daremos como definicion que el total de luz absorbida por una materia es directamente
proporcional al numero de moléculas existentes en la misma, es decir, notaremos que existe
una dependencia con la concentracion del absorbente (A es proporcional a “c”, ley de Beer)

y del recorrido que el haz luminoso tiene a través de la solucion (A es proporcional a I, ley
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de Bouguer). La proporcién de radiacién incidente que es absorbida por cualquier tipo de
medio no depende de la potencia radiante y asi, tenemos que cada capa absorbe la misma
fraccion de radiacion siempre y cuando sean del mismo espesor. Esta secuencia de relaciones
y de anotaciones se expresan a través de la conocida ley de Beer-Lambert-Bouguer, la cual
relaciona la energia absorbida y su concentracidn, la cual viene dada cuando la radiacion de
la energia absorbida por la sustancia se ve afectada por una radiacion monocromatica,
expresaremos matematicamente de la siguiente manera:
P, = Py1079b¢ . (I11)

Donde P, la denominaremos como la potencia de radiacién transmitida que atraviesa una
solucion, P, es el potencial de radiacion incidente; a, como un coeficiente de la absorcion
lineal (decimal), y es una caracteristica del absorbente y de aquella longitud producida por la
radiacion incidente; b, es la longitud de paso de dicha radiacién que atraviesa la solucién del
absorbente y c, representa a la concentracion que posee el absorbente.

Teniendo lo siguiente:
Log () = abc; A=abc ......(IV)
tr

Donde A representa a la absorbancia, normalmente es un numero decimal, e indica la
disminucion del potencial de radiacion con respecto a la absorcion. De esta forma
encontramos en la ecuacion lo siguiente: que si expresamos en moles/litros la concentracién
obtenida de la sustancia, se convierte en la expresion méas conocida:

A=¢.c.l; y donde e=coeficiente de absorcién molar (lineal) (decimal) (m? mol™1).

C = concentracién del absorbente expresada como moles/litro y | = distancia de paso optico.
Si deseamos cumplir con la ley de Beer, debemos definir las correctamente las condiciones:

que la radiacidn incidente sea una radiacion monocromatica, tener un medio isétropo,
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homogeéneo, evitar la luminiscencia, que no sea difusor. Las cubetas de medicion deben
permitir que el haz de luz pueda atravesar sus paredes y ademas las caras de la cubeta deben
encontrarse paralelamente uniformes.

Debemos elaborar una curva de calibracion la cual nos permitira cuantificar a través de la
ecuacion obtenida en su construccion, de esta manera podremos obtener las concentracion
del absorbente.

En los métodos cuantitativos clasicos, normalmente se utiliza la sefial de mayor absorbancia,
esta sefial se encuentra asociada a una longitud de onda, esta longitud es utilizada por dos
razones: Primero, al encontrarse en esta longitud la sefial de absorbancia mas alta, esto nos
ayuda a reducir la relacion de sefial/ruido que podemos encontrar en el espectro, de esta
manera obtenemos una mayor sensibilidad. Segundo, si trabajamos con la sefial mas alta, en
este caso la absorbancia no se ve muy afectada con algun posible cambio de longitud, y hasta
utilizando espectrofotdmetros que poseen baja reproducibilidad de longitud de onda nos
brindarian mejores resultados (siempre y cuando el pico méximo no sea demasiado abrupto).
Cada vez que aplicamos la Ley de Beer, obtenemos una ecuacién lineal la misma que nos
permite relacionar las absorbancias con las concentraciones de una solucion; sin embargo
podemos encontrarnos con algunos casos en los cuales la linealidad se puede ver afectada, y
por lo general se trata de desviaciones fisicas:

1) Cuando la concentracion del absorbente es muy elevada.

2) La radiacion incidente no es monocromatica.

3) Varia el indice de refraccion con la concentracion de absorbente.

Desviaciones quimicas: Cuando la matriz que contiene a los analitos interfiere dandose

interacciones entre ellos, y desviaciones instrumentales, producida por factores fisicos como
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la dispersion de la radiacion, ruidos de fondo por cambios de energia en el equipo, la falta de
limpieza o ralladuras en las cubetas, entre otros.
2.2.3. Andlisis de mezclas multicomponentes
En espectrometria de absorcion hemos asumido que en la determinacion de ciertos analitos
podemos eliminar otras absorbancias por medio de un blanco.
Ahora, si tenemos una solucién con una mezcla de analitos de tal forma que sus sefiales no
se ven afectadas ni superpuestas entonces podriamos analizarlas independientemente.
Sin embargo, en el caso que se superpongan las sefiales de cada analito, debemos tener en
cuenta que las absorbancias se estarian sumando debido a su propiedad aditiva, de tal forma
entendemos que a cierta longitud de onda tendriamos una suma de absorbancias de cada
analito. Entonces para este tipo de casos que tuviéramos dos analitos y a una misma longitud
de onda, expresariamos mateméaticamente la ecuacion de la siguiente manera:

A=A+ A;; A= aq.b.cy +ay.b.cy;
Tenemos que:
A;: Absorbancia del analito 1, A,: absorbancia del analito 2
Debemos considerar algunos puntos importantes para poder cumplir con lo mencionado
anteriormente:
a) No haya interaccion entre los absorbentes.
b) Cada componente debe cumplir con la ley de Beer.
c) Debemos tener como minimo una sefial en la cual difieran ambos analitos.
La resolucidn de este tipo de sistemas se efectla haciendo la medicion de la absorbancia pero
tomando dos sefiales distintas (longitudes de onda), obteniendo la siguiente expresion:

All = alll.b.cl + ale.b.CZ
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AlZ = allz.b.cl + ale.b.Cz

Como observamos se han originado dos incognitas, c; Y c,, para su solucion utilizaremos

matrices simples:

All azf-ll J“1¢1 A“

_ Az azpz _ ldys A.'zl
S [t Bai| C2 = Tl
@iz Aajz 11z Gz

Donde:
Ay, Ay Son las absorbancias obtenidas (para la mezcla).

aq;1, aq52- Son los coeficientes de absorcion del analito 1 a diferentes longitudes de onda

11y 12).

a,;1 , Az Son los coeficientes de absorcion del analito 2 a diferentes longitudes de onda

11y 12).

Tomando como referencia lo antes mencionado, si tuviéramos un sistema con n

componentes, entonces el tratamiento seria el mismo, teniendo lo siguiente:

Al = a11. b Cl + alz. b C2 + - ————— + aln. b CTL
Az = a21. b Cl + azz. b C2 + - ————— + a2n. b Cn
A, =ay.b.ci+ap.b.cg+ —————— + app.b.cp

Este tipo de calculos se puede realizar cuando tenemos dos o tres analitos, en caso hubiesen
mas analitos para analizar, entonces utilizariamos otro tipo de técnicas mas complejas. Con

los avances tecnoldgicos podemos encontrar técnicas de andlisis de mezclas
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multicomponentes, sin embargo estas son ain mas complejas. Para realizar este tipo de
andlisis debemos agregar uno a uno cada analito individual hasta obtener un espectro
equivalente al de la mezcla con esta proporcion se determinan matematicamente por técnicas

de regresion. Para aplicar este método es necesario que:

a) Cada analito por separado cumpla con la ley de Beer.
b) Saber qué tipo de analito compone esta mezcla.
c) Trabajar con los estandares de cada analito para lograr tener un espectro individual de cada

uno con la mejor resolucién.

Como observamos este método utiliza espectros, por lo tanto haremos uso de un mayor
namero de puntos que en la determinacion de una mezcla multicomponente clésico. Y es por
este mayor nimero de puntos, que nos permite cuantificar mezclas complejas.

Si queremos explicar de mejor manera esta técnica podemos tomar como ejemplo la
cuantificacion simultanea que se realiz6 en la hemoglobina en sangre (cinco derivados) y que
fue empleado por Zwart y col. Resolver este tipo de matriz es muy complicado, debido que
la hemoglobina: deoxihemoglobina, oxihemoglobina, carboxihemoglobina,
metahemoglobina y cianometahemoglobina, emiten sefiales de absorcion maximos, los
cuales se encuentran en la banda de Soret en un intervalo de 500 y 630 nm, los cuales
presentan interferentes entre ellos teniendo superposiciones. La determinacion de una mezcla
con varios componentes es, en definitiva, una poderosa técnica y méas aun cuando también es

utilizada con espectroscopia derivada (Owem T., 1987).
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2.3. Derivacion de espectros

2.3.1. Propiedades bésicas

Denominaremos como espectro derivado al cociente diferencial de la derivaciéon de la
expresion matematica de la Absorcion de energia con respecto a la longitud de onda dA/dA.
Realizando la derivacion de los nuevos espectros obtenemos la primera derivada dA/dA, la
segunda d2A/d2) y asi sucesivamente.

Una curva de absorcién simple posee dos puntos de inflexion y un maximo de absorcion a
longitudes de onda caracteristicas que no son dependientes de la concentracion. En
consecuencia, la funcién dA/dA pasa por un maximo y un minimo en los puntos de inflexion
y vale cero en el méximo. La distancia vertical entre el méximo y el minimo de la derivada
se denomina "amplitud" y suele ser el pardmetro analitico que se usa para relacionarlo de
forma proporcional con la concentracion.

La primera derivada es utilizada para la determinacion exacta del maximo de absorcion,
especialmente cuando se trata de picos anchos.

El espectro de la segunda derivada presenta dos maximos correspondientes a los puntos de
inflexion del espectro de la primera derivada, mientras que el maximo de absorcién del
espectro de orden cero aparece ahora como un minimo. En una curva de absorcién compleja
los puntos de inflexién negativos de los picos de absorcion coinciden a menudo con los
maximos de las bandas individuales de los componentes (Heales S., Bennett J., 1985).

En principio, en la segunda derivada, las alturas entre los maximos (D) son proporcionales a
la concentracion del analito (figura 4).

La espectrofotometria de derivadas aumenta generalmente la resolucion, ya que es sabido

que un espectro es la suma de absorbancias de una sustancia en la misma region, bien por las
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caracteristicas del espectrofotdmetro, o bien, porque se trata de una estructura fina, y no es
posible trabajarlas individualmente. Este es el caso del 6xido de holmio cuyo espectro de
absorcion presenta dos pequefios méximos muy proximos entre 475.0 y 500.0 nm.
Realizando la segunda derivada es posible hacer un mejor analisis.

La diferenciacion discrimina bandas estrechas frente a bandas anchas. La amplitud D,, de la
derivada de orden n, esta relacionada con la n-ésima potencia de la inversa del ancho de

banda W del espectro de orden cero.

Do)
Lo cual significa que para dos bandas coincidentes de igual intensidad, la amplitud de la n-
ésima derivada de una banda estrecha X es mayor que la de una banda ancha y en un factor
(W, /W,)". Esto hace posible la determinacion de un componente que presente una banda

estrecha en presencia de otro que se encuentra en exceso (matriz), lo que originara, por tanto,

un espectro ancho ( Kus S. et al., 1996).

2.3.2. Anadlisis cualitativo por utilizacion de espectros derivados

Como mencionamos anteriormente un espectro de absorcidén nos puede ayudar a identificar
un analito, solo con la obtencién de su maxima absorcion, sin embargo en espectros con
puntos maximos gue no son muy claros y no nos ayudan a determinar una molécula podemos
emplear la derivacion para asi poder estimar un punto maximo o minimo el cual utilizaremos
para identificar a la molécula en estudio.

Cabe destacar que al realizar las derivaciones observaremos una relacion que existe en los

puntos maximos y minimos, los cuales no son dependientes de la concentracién, obteniendo
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de esta manera mas puntos a considerar al momento de la identificacion cualitativa (Gamboa

N., 1991).

ama‘r
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#\
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Figura 4. Derivacion de una curva hasta el cuarto orden.

Hemos mencionado reiteradamente que cada solucion que pueda absorber energia en una
longitud dada, cumple con la ley de Beer teniendo como consecuencia que la absorbancia y
la concentracidn son proporcionales (A = €.b.C). Ahora si hariamos que la concentracion sea
una constante, y la absorbancia de la solucién se encuentre en funcién de la longitud de onda
dada, ya que € = f(A). Realizariamos la derivacion de la funcion con respecto a la longitud de

onda, obtendriamos que:
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Suponiendo dI,/d A=0

Como podremos observar el término de/dA es una variable que emplearemos a lo largo del
estudio de nuestra tesis, denominandola como una constante, de esta manera esta constante
también puede ser expresada como: dA/dA. = K.C. Esto quiere decir que cuando utilicemos
una longitud de onda cualquiera, la pendiente de esta ecuacion (espectro) sera una funcion
lineal de la concentracién. En el caso de la sensibilidad basicamente no dependeré del valor
de &, lo que pasaria en un estudia de espectrometria normal, en el caso de la derivacién

dependeremos de la variacion de € con la longitud de onda.

AN Wav AN
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Figura 5. Técnica para cuantificar utilizando la amplitud.
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Una vez realizada la derivacion de los espectros la eleccion de la mejor curva obtenida debe
ser aquella que cumpla con los siguientes requisitos: que la amplitud de la sefial sea
proporcional a la concentracion del analito, que no sufra cambios en sus caracteristicas como
ancho alto o forma de la curva con respecto a la concentracion sino que mantenga su misma

forma y que no se vea afectada por las otras curvas dentro del espectro.

2.3.3. Andlisis cuantitativo por utilizacion de espectros derivados

Si queremos determinar el parametro analitico para el célculo de nuestras operaciones
debemos seguir los siguientes procedimientos:

a) Trazo de la tangente: En este caso trazamos una tangente que pase entre dos de los puntos
maximos adyacentes y procedemos a medir en la direccién paralela al eje de ordenadas, la
medida que encontramos entre la tangente trazada y el punto minimo que se encuentra entre
los dos puntos maximos. Con este método podriamos eliminar de cierta manera algun tipo de
influencia que pueda darnos la absorcién de fondo.

b) Distancia entre puntos maximos y minimos: Este método se basa en realizar la medida de
la distancia entre dos puntos: un maximo y un minimo, que se encuentren adyacentes y que
se mantengan proporcionales con respecto a la concentracion, este método es muy utilizado
para cuantificar ya que nos ayuda a eliminar interferentes producto de turbidez o si hubiese
una absorcién de fondo que no se encuentre bien definida (Merrick M., Pardue H., 1986).

) Medida de la altura hasta la linea base. En este metodo realizaremos la medida de un punto
maximo Yy la linea base (figura 5). Realizando el célculo de la segunda derivada de la ley de

Lambert Beer, tenemos lo siguiente:
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gz = 2303 A () - 0 T e = O

Al igual que en la formula anterior tendremos que d?e/dA? para una longitud especifica sera
constante. En este espectro que ahora tendra dos maximos y un minimo adyacente, se
cumplira que la amplitud de los picos obtenidos seran proporcionales a la concentracion de

la solucion en estudio (Seco L., 1995).

2.4.Aspectos importantes en el analisis de derivacion de espectros
2.4.1. Efecto de la derivacion sobre los picos de absorcién solapados
Las ventajas que se obtienen en la derivacion de los espectros con respecto a un espectro
simple ya han sido mostrados a lo largo de la teoria antes mencionada, sin embargo todo esto
cambia de manera radical cuando tenemos dos picos de absorcion solapados en el espectro
de orden cero. Si bien es cierto este traslape complica la derivacion no la hace imposible, de
esta manera observaremos que derivando este tipo de espectros solapados podremos utilizar
alguna caracteristica que no sera Util en la cuantificacion, por ejemplo podemos encontrar
pequefios hombros los cuales pueden servir para identificar y hasta para cuantificar a los
analitos. De la misma manera también encontraremos concentraciones pequefias de
componentes en la solucion que pueden absorber en la misma zona, los cambios que podemos
encontrar son el nimero, la posicion o la forma de los maximos y minimos presentes en el
espectro derivado. Lo mencionado anteriormente podremos observarlo graficamente en la
figura 6. De esta manera podemos concluir que el uso de la derivada en un espectro solapado
puede ayudar en la determinacion de la concentracion de un analito, ahora se han realizado
algunos estudios y se ha determinado que la primera derivada es la més adecuada en estos

casos ya que se encuentra con menor error sistematico (Walters M., Thorton D., 1986).
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2.4.2. Factores que interfieren al célculo de derivadas

Siempre que empleamos la derivacién de un espectro, lo que buscamos es reducir al maximo
la relacion de sefial/ruido. La ecuacion antes sefialada, indica que el ruido aumentara
conforme lo haga el orden de la derivada. Esta disminucion de la relacion sefial/ruido, se
puede obviar promediando el célculo de la derivada sobre una zona de longitudes de onda
que sea grande comparada con la estructura del ruido, esto es empleando un (incremento de
longitud de onda) mayor para calcular la derivada. Sin embargo, al aumentar el intervalo de
longitudes de onda la derivada estard cada vez méas distorsionada. A continuacion, se

comentaran estos dos aspectos, la distorsion y la relacion sefial/ruido (Zwart A., et al., 1984).

2.4.2.1. Distorsion

Cuando se tiene una curva que ha sido derivada en base a célculos realizados bajo un
incremento de longitud de onda finito, podemos encontrar una disminucion de la sefial
derivada y una disminucién en la resolucién los cuales llevan a una distorsion. Vamos a notar
que la disminucion es considerable en la sefial derivada esto lo podremos definir mejor
obteniendo el factor de distorsion F, , el cual se define como la méxima medida obtenida
de maximo a minimo calculada con una longitud de onda finita (AA) dividida por la calculada
exactamente (dA):

Hn/1
F,; =——dA
n,l H

n

Se debe tener en cuenta que la distorsion que se pueda originar en la derivacion no influye

en la linealidad, pues A™ es un operador lineal.
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2.4.2.2. Relacion sefal-ruido

Al hablar de la relacion de sefial/ruido (S/N), notaremos que conforme el orden de la derivada
aumente la relacién S/N disminuird. De otro lado podemos definir al ruido presente en un
espectro normal como la desviacion estandar producida por la absorbancia del blanco 9,.
Para una n-ésima derivada, la desviacion estandar, 9, se calcula a partir de 9,, empleando
las reglas de propagacion de errores. Debemos tener en cuenta que la forma del espectro
influenciara bastante en la relacion sefial/ruido. Asumamos que la banda es de tipo gaussiana
y que la relacion S/N es 1 para el espectro de orden cero, en el espectro de primer orden seria
2.02/M, para el de segundo orden 3.26/M?, el de tercer orden 8.10/M3, el cuarto orden
17.8/M*, etcétera, definiremos a M como la cantidad de puntos a mitad de altura en el pico
(Seco L., 1995).

Debido a la reduccidn de la relacion S/N, Al aplicar las derivadas empleamos técnicas para
controlar el incremento del ruido estas son de filtrado y suavizado. El proceso de suavizado
supone la convolucién de la serie de datos mediante una funcion de filtrado, funcién que
consiste en un conjunto de coeficientes de peso. Los diferentes métodos de suavizado o
filtrado existentes difieren en la forma de calculo de los coeficientes.

El efecto de suavizado depende de dos variables:

a) la razon de suavizado, que es el cociente de la anchura del pico suavizado con el nimero
M de puntos de anchura a mitad de altura.

b) Del numero de veces que se efectua el suavizado.

El cociente de la relacion S/N de n-ésima derivada no suavizada (RSN),, a la relacién S/N

normal no suavizada (RSN), viene dado por:
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(RSN),,
— C.. (n+0.5).
(RSN)O ap.Cp.T \/M

donde C,, es una constante que aumenta con el orden de la derivada y o, es el factor de
atenuacion de la n-ésima derivada para un cociente de suavizado r.

Los cocientes de la relacion S/N se incrementan con el valor de r, pero tienden a converger a
altos valores. En consecuencia la disminucion de la relacion S/N habitualmente observada al

diferenciar, se puede obviar si se suaviza suficientemente (Zwart A., et al., 1984).

av) &/\J\/\\ .../2{
\ Vi

Figura 6. Derivacion de dos picos solapados.
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2.5.Ventajas de la derivacion de espectros

2.5.1. Determinacion de la longitud de onda maxima

La primera derivada del espectro es muy Util para determinar la posicion exacta de los
maximos de absorcion del espectro normal. Si el espectro se presenta como una banda ancha,
la posicion del maximo sélo se fija de manera aproximada; sin embargo, en el espectro
derivado, el m&ximo viene determinado exactamente por el corte con el eje de abscisas. En
la practica, puede ser necesario corregir un pequefio desplazamiento de longitud de onda

dependiendo de las condiciones de registro utilizadas (Lopez P. y Lopez L., 1993).

2.5.2. Resolucién de los espectros mejorados

La estructura fina de un espectro, que normalmente es dificil de ver en un espectro de orden
cero, suele resolverse mejor en espectros derivados. Suele ser mas conveniente emplear la
segunda derivada ya que los maximos y minimos del espectro normal y los de la segunda
derivada aparecen casi a las mismas longitudes de onda y la estructura fina del espectro se

pone mejor de manifiesto que en la primera derivada.

2.5.3. Andlisis en muestras turbias

Las disoluciones turbias presentan habitualmente un aumento continuo de absorbancia hacia
longitudes de onda mas cortas y no originan ninguna variacion espectral apreciable en la
primera y segunda derivada. Al operar con espectros derivados de muestras turbias, se
elimina el efecto de la absorciéon de fondo debido a la turbidez, aunque hay que mantener

ésta a un nivel razonable (Parks J., 1985).
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2.5.4. Cuantificacion de soluciones con mezcla de varios componentes

Es su aplicacion mas importante y generalizada, como se pondrd de manifiesto
posteriormente. La aplicacion cuantitativa de maximos solapados es dificil sobre todo si son
pequefios en relacion con el espectro total. Sin embargo, la espectroscopia derivada permite
su analisis con errores sistematicos aceptables.

La espectroscopia de derivadas permite determinar sustancias con bandas de absorcion
relativamente estrechas que estén solapadas con una banda ancha de un segundo componente.
Se supone que el componente que se desea determinar solo sea visible en el espectro de la
mezcla por un pequefio pico o un hombro. La determinacién de un componente por
espectroscopia convencional en estas condiciones s6lo puede efectuarse aceptando grandes
errores sistematicos. La utilizacién de la derivada de un espectro permite, bajo ciertas
condiciones, hacer determinaciones cuantitativas con errores pequefios.

Se han empleado diversos métodos con objeto de resolver mezclas. En unos casos se ha
propuesto medir a una longitud de onda a la cual no contribuya el compuesto interferente. En
otros, se resuelve el problema planteando un conjunto de ecuaciones de cuya solucién se

obtengan las concentraciones deseadas. (Zwart A., et al., 1984).
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Figura 7. Aplicacion de la técnica del zero crossing.

2.5.4.1.  Técnica para medicion: zero-crossing

Esta técnica de medida utiliza el valor absoluto del espectro derivado del orden que se esté
utilizando, a un valor de abscisa correspondiente a una longitud de onda a la que presente
valor cero el espectro derivado del componente cuya interferencia se desee evitar. Las
medidas realizadas a esa longitud de onda en el espectro mezcla podran ser funcion solamente
de la concentracion del componente que se analiza (Taulier A., Levillain P., Lemonnier A.,

1987)

38



Si se considera una mezcla de dos componentes 1 y 2 que se encuentran en concentracion C1

y C2. Como la absorbancia es una propiedad aditiva, se cumplira:

A1 = gl'Cl y AZ = gz.Cz

A=81.C1+ gz.Cz, Slb:].

siendo €1 y €2 las absortividades molares de las sustancias respectivas. Si se derivan respecto

a la longitud de onda, se obtiene la primera derivada del espectro suma, es decir:

dA—C d£1+c de,
dr~ Vdr o T da

Es decir, la pendiente de la curva espectral de la mezcla, es la suma de las pendientes
individuales de cada componente. Si se opera a una longitud de onda tal que se verifique que
de,/dA =0, es decir, a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorcion del
componente 1, se podra determinar la concentracion del componente 2. En efecto, en este
caso se cumplira que:

dA de,

-

El dnico requisito para la determinacion, es que las longitudes de onda correspondientes a
los maximos de absorcion de los dos componentes estén suficientemente diferenciadas

(figura 7).
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Operando a la longitud de onda A; la medida de la distancia AB permite determinar la
concentracion C,. Un razonamiento analogo, permite determinar la concentracién C,, o bien,
utilizar la segunda derivada del espectro suma. La exactitud conseguida en la mezcla de
componentes, depende de los parametros siguientes:

a) Relacion de la altura de la banda que interfiere y de la banda de interés analitico.

b) Lo mismo respecto a la anchura medida.

c) Separacion entre los maximos de absorcion de los componentes.

2.5.4.2.  Método de derivadas de espectros divididos

Recientemente se ha obtenido una nueva forma de célculo por Salinas, Berzas y Espinosa-

Mansilla, la cual se obtiene operando los cocientes de dos espectros de absorcion. Como

requisito debemos tener que se cumpla la ley de Lambert Beer, (b=1), entonces tenemos:
Ajp =60 +&,.0,

Asi tenemos la siguiente descripcion:

A1 ,: Absorbancia de la mezcla a una cierta longitud de onda.

€12 Y €2, Absortividades molares

Si la anterior ecuacién se divide por la ecuacion del espectro de una disolucion patrén de 1,

de concentracion C9, Tendriamos lo siguiente:

A _ﬂ €2,1-C2

0~ 0 0

que se puede simplificar en:

—=C(C;+C,.—
€11 1,1
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Representando A; 5 /€4, en funcion de €, , /€, se obtiene una linea recta. La ordenada en
el origen da el valor de C; y la pendiente C,.
También se puede calcular la concentracion del componente 2 en presencia de 1, utilizando

la primera derivada de la ecuacion anterior:

d( A\ _ G d &,

ale) - e
En la siguiente ecuacion tenemos que la derivada del cociente de espectros para la mezcla
Ecuacion que sefiala que la derivada del cociente de espectros para la mezcla s6lo depende
de los valores de C, y CY y es independiente del valor de C; en la mezcla.
Para establecer la curva de calibracion, se registran y almacenan espectros de disoluciones
de diferentes concentraciones de 2 y el espectro de una disolucién de 1 pura, de concentracion
CY. Las amplitudes para 2 seran entonces divididas por las correspondientes de 1 para cada
longitud de onda, operando como antes se ha dicho; esto es, diferenciando el cociente de
espectros asi obtenidos, y representando para una determinada longitud de onda frente a C,.

Anélogamente se puede calcular el componente 1 (Mason W. and Henry R., 1980).

2.6.Fitohormonas

Vinculadas con todas las respuestas morfogénicas durante la ontogenia de las plantas, son
relativamente escasas en numero. Un analisis conjunto de todas ellas, desde su
descubrimiento en la década de 1930, se resumen de la siguiente manera:

e Como se menciond son pocas (menor a diez), se encuentran sin embargo en todas las

plantas terrestres y acuaticas de aguas dulces, de diferentes formas, hébitats, ciclos y
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formas de vida, ya sea en plantas geofitas, arbustivas como igualmente en arboles de gran
altura y en todas las especies distribuidas en las mas diferentes familias botanicas.

La interaccion de las fitohormonas permite regular todas las respuestas de crecimiento y
desarrollo durante la ontogenia de las plantas.

Se trata de compuestos de estructura quimica relativamente simple; que no cuentan con
grupos proteicos asociados. Uno de ellos, el etileno, es ademas de naturaleza gaseosa.
Pueden generar diversas respuestas en las plantas, no necesariamente son de respuesta
especifica, con lo cual podremos observar diversos efectos a corto o largo plazo.

En algunos casos, la presencia y accion conjunta de dos fitohormonas (por ejemplo
auxinas y citocininas) puede inducir y fijar un tipo determinado de expresion morfogénica
de acuerdo a los niveles relativos entre si, o de cada una de ellas, en un tejido. Asi por
ejemplo, auxinas y citocininas, de acuerdo a su nivel relativo pueden conducir a la
formacion de brotes, alternativamente de raices y/o a la proliferacion de masas celulares
sin mayor organizacion (Bak S., et al., 2001).

Algunas parecen tener sitios o0 receptores comunes a nivel de membrana.

Existen compuestos denominados “reguladores de crecimiento”, que pueden ser de
naturaleza quimica diferente a algunas hormonas y/o “desconocidas o nunca codificadas”
por el metabolismo celular, que pueden igualmente desarrollar efectos semejantes a
hormonas enddgenas naturales. Algunas de ellas provocan respuestas mas intensas que los
compuestos naturales a igual concentracién molar. Al mismo tiempo algunas de estas
substancias sintéticas de accién afin también pueden ser reconocidos por receptores
especificos de hormonas naturales; por ejemplo: auxina y reguladores no naturales del

“tipo auxina” (Jord&dn M. y Casaretto J., 2006).
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2.6.1. Auxinas

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas identificadas y es precisamente el &cido indol
acético (AlA), la principal auxina enddgena en la mayoria de las plantas. La mayoria de las
moléculas que integran este grupo son derivados inddlicos, aunque también se encuentran

algunos compuestos fenoxiacéticos, benzoicos o picolinicos con actividad auxinica.

COOH
COOH
\ \ COOH
NH NH
Ac. Indol-3-acético Ac. Indol-3-butirico Ac. fenilacético
(1AA) (IBA) (PAA)
§ COOH cOOk
COOH
(v OCH,
NH ‘ ‘ ¢l
Ac. clorsindol-3-acético Ac. naftalen-acético Ac. 2-metox, 3,6-
(CHIAA) (NAA) Diclorobenzoico (dicamba)
COOH COOH
o— e
cl cl
Gl
G C
Ac. 2 4-diclorofenoxiacético Ac. 2.4 Striclorofenoxiacético
(2.4-D) (2,4,5-T)

Figura 8. Estructuras de auxinas.
Las auxinas se encuentran en la planta en mayores cantidades en las partes donde se presentan
procesos activos de division celular, lo cual se relaciona con sus funciones fisioldgicas

asociadas con la elongacion de tallos y coleoptilos, formacion de raices adventicias,
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induccion de floracién, diferenciacion vascular, algunos tropismos y promocion de la
dominancia apical
Dado que los niveles enddgenos de auxina son mucho mayores en tejidos jovenes, es
razonable sospechar que éste es su sitio de sintesis; sin embargo, esta hipétesis no ha podido
ser probada, debido a que las vias de biosintesis aun no estdn completamente entendidas, pues
se conocen multiples y complejas vias de sintesis, algunas dependientes del triptéfano y otras
independientes de este amino acido, sin que en la actualidad se haya podido establecer
ninguna via completa de sintesis de auxinas. Por el contrario, se tiene suficiente certeza sobre
sus roles fisioldgicos, sus vias de sefializacion y sus mecanismos de transporte, pero ain se
desconoce cdmo lo produce la planta. En los ultimos avances que se han hecho, se han
descubierto varios genes claves en la biosintesis de auxinas, pero aun se requiere integrar
estudios genéticos con analisis bioquimicos para llenar los vacios que subsisten (Garay A. et
al., 2014).

2.6.1.1.Efectos fisiologicos de las auxinas
e Crecimiento y formacién de raices.
e Regulacion de tropismos.
e Dominancia apical.
e Abscision de 6rganos.
e Desarrollo de flores y frutos.
e Diferenciacion vascular.

2.6.1.2.Mecanismos de accion
e Crecimiento y elongacion celular.

2.6.2. Giberelinas
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Las giberelinas (GAs) son hormonas de crecimiento diterpenoides tetraciclicos involucrados
en varios procesos de desarrollo en vegetales. A pesar de ser mas de 100 el nimero hallado
en plantas, s6lo son unas pocas las que demuestran actividad biolégica. Su descubrimiento
en plantas se remonta a la época de los afios 30, cuando cientificos japoneses aislaron una
sustancia promotora del crecimiento a partir de cultivos de hongos que parasitaban plantas
de arroz causando la enfermedad del “bakanoe” o “subida de las plantas”. El compuesto
activo se aislé del hongo Gibberella fujikoroi por Eichi Kurosawa en 1926 por lo que se
denomind “giberelina”. El efecto del hongo sobre las plantas afectadas consistia en un notable
incremento en altura aunque con fuerte merma en la produccién de grano. ElI mayor
crecimiento se debid al alto contenido de este factor de crecimiento producido por el ataque

fangico (Ortega L. et al., 2005).

O OH
} = CHz
HO—
CH, COOH cH, COOH
Giberelina A4 Giberelina A3
(importante en el crecimiento del tallo) (comercialmente disponible)

Figura 9. Estructuras de Giberelinas.

2.6.2.1.Efectos fisioldgicos
e Anivel de la elongacion en tallos

e A nivel de la movilizacion de reservas en semillas al inicio del proceso de germinacion.
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CAPITULO 3
METODO

3.1. Tipo de Investigacion
Debido a que nuestro objetivo principal se basa en resolver problemas practicos utilizando

teorias existentes, definiremos nuestro tipo de investigacion como:

e Investigacion experimental.

3.2. Variables

3.2.1. Variables Independientes

- Orden de la derivada

- Resolucion del espectro

3.2.2. Variables Dependientes

- Concentracion de las hormonas reguladoras de crecimiento: acido indol acético y acido

giberélico.

- Longitud de onda.

3.3. Poblacion y Muestras

3.3.1. Poblacién

El universo de la investigacion estd conformado por los diferentes formulados fertilizantes

reguladores de crecimiento que se encuentran en el mercado peruano.
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3.3.2. Muestra

Reguladores de crecimiento en liquidos solubles comercializados en Lima Metropolitana.
Para la presente tesis se han considerado los siguientes productos: Plentiphos, Gibbex y

Fithor de la empresa Comercial Andina Industrial.

3.4. Instrumentos
3.4.1. Materiales
Para realizar las diferentes pruebas en el laboratorio como es el caso de las preparaciones de

cada solucion se utilizaran los siguientes materiales:

e Fiolas calibradas (1000mL, 100mL, 50mL)

e Pipetas volumétricas (0,5mL, 1mL, 2mL, 3mL, 4mL, 6mL, 7mL, 8mL, 9mL, 10mL,
15mL, 20mL, 25mL, 30mL)

e Vasos precipitados (50 mL, 100 mL)

e Celdas de cuarzo

e Embudo de vidrio

e Papel watman N°42

e Espatula metélica

3.4.2. Equipos

Se emplearon los siguientes equipos en el desarrollo de la parte experimental.
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3.4.2.1.Espectrofotometro
El analisis se realizo en un espectrofotometro UV-VIS de doble haz, marca Thermo Insight
200 el cual fue prestado por el laboratorio de Quimica Instrumental de la Universidad
Nacional Federico Villarreal. Las muestras fueron analizadas por un barrido en el

espectrofotometro realizado en un rango de 248 a 320 nm.

Figura 10. Espectrofotémetro UV-VIS Thermo Insight Evolution 200.
3.4.2.2.Balanza Analitica
El adecuado pesaje de los estandares y las muestras fueron realizados en una balanza analitica
de 4 decimales marca RADWAG AS 220 C2 con una carga maxima de 220 gramos y una

exactitud de 0,1 miligramo.

Figura 11. Balanza Analitica RADWAG AS220 C2.
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3.4.3. Estandares y Muestras Comerciales

a. Estandares de referencia:
Acido Giberélico 99.8%, lote 22012018

Acido Indol Acético 99.0%, lote 17082017

b. Muestras Comerciales

Se realiz6 el estudio en cuatro muestras comerciales; Plentyphos Concentrado Soluble
presentacion de 1 litro (lote EC01180231), Gib-bex Concentrado Soluble presentacion de 1
litro (lote EC01180231 y Fithor Concentrado Soluble presentacion de 1 litro (lote

EC10170321).

3.5. Procedimientos

3.5.1. Muestreo

Para las muestras analizadas se han considerado los siguientes principios:

Ndmero de Lote, Fecha de Fabricacion, Vencimiento y Presentacion.

Debido que los productos son liquidos y son muestras representativas de lotes de producciones

masivas se procedio a tomar por nimero de lote 10 muestras de diferentes envases.

3.5.2. Evaluacion del solvente adecuado
Se prepard soluciones de las hormonas en agua, alcohol etilico, alcohol Isopropilico y con una
mezcla de alcohol etilico: alcohol Isopropilico (3:1), para esto se pesé 0.25 gramos de acido

giberélico y se utilizé 100 mililitros de cada solucion antes mencionada. Luego se pesé 0,01
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gramos de acido indol acético y se disolvid de la misma manera con cada solucion. Se reviso el

pardmetro de la solubilidad y la resolucion que brinda el equipo con cada tipo de solvente.

3.5.3. Preparacion de las soluciones stock

a. Solucion stock de Acido Giberélico 2500 mg/L

Se pes6 2,505 gramos del estandar de &cido giberélico y se llevd a una fiola calibrada de 1000
mL, se agregd la mezcla de alcoholes etanol: Isopropilico (3:1) y una vez enrazada la fiola se
procedié a agitar para homogenizar la solucién, cuando solubiliz6 el total del estandar se
procedié a trasvasar a un recipiente de vidrio &mbar, se utiliz6 un embud6 y un papel watman
N° 42 para filtrar posibles impurezas, esta solucion fue rotulada y guardada a una temperatura
de 20 °C.

b. Solucion stock de Acido Indol Acético 100 mg/L

Se pes6 0,1010 gramos del estandar de &cido indol acético y se llevo a una fiola calibrada de
1000 mL, se agregd la mezcla de alcoholes etanol: Isopropilico (3:1) y una vez enrazada la fiola
se procedid a agitar para homogenizar la solucién, cuando solubilizé el total del estandar se
procedié a trasvasar a un recipiente de vidrio &mbar, se utiliz6 un embud6 y un papel watman
N° 42 para filtrar posibles impurezas, esta solucién fue rotulada y guardada a una temperatura

de 20 °C.

3.5.4. Preparacion de las curvas de calibrado
Con las soluciones stock preparadas de acido giberélico de 2500 mg/L y acido indol acético

100 mg/L, se procedio a realizar las curvas de calibrado.
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a. Acido Giberélico

Se prepar6 10 soluciones de &cido giberélico con las siguientes concentraciones: 1000 mg/L,
1100 mg/L, 1150 mg/L, 1200 mg/L, 1250 mg/L, 1300 mg/L, 1350 mg/L. 1400 mg/L, 1450
mg/L y 1500 mg/L. Para esto se utilizaron pipetas volumeétricas y fiolas calibradas. Para
seguir la misma secuencia de las muestras se filtraron cada una de las soluciones con papel
watman N°42.

b. Acido Indol Acético

Se prepar6 10 soluciones de &cido indol acético con las siguientes concentraciones: 16 mg/L,
18 mg/L, 20 mg/L, 22 mg/L, 24 mg/L, 26 mg/L, 28 mg/L. 30 mg/L, 32 mg/L y 34 mg/L. Para
esto se utilizaron pipetas volumétricas y fiolas calibradas. Para seguir la misma secuencia de

las muestras se filtraron cada una de las soluciones con papel watman N°42.

3.5.5. Acondicionamiento de las muestras comerciales

a. Plentyphos

Se tomd 12 mL del producto con pipetas volumétricas de 10 mL y 2 mL, y se llevé a una
fiola de 100 mL. Se usd la solucion de etanol:Alcohol Isopropilico(3:1) para enrazar la fiola.
Para ser llevado a lectura la solucion obtenida se filtr6 con embudo de vidrio y papel watman
N°42.

b. Gib-bex

Se tomd 12 mL del producto con una pipeta volumétrica 10 mL y 2 mL, se llevo a una fiola
de 100 mL. Se uso la solucion de etanol:Alcohol Isopropilico(3:1) para enrazar la fiola. Para
ser llevado a lectura la solucion obtenida se filtro con embudo de vidrio y papel watman

N°42.
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c. Fithor

Se tomd 0,5 mL del producto con una pipeta volumétrica de 0,5 mL y se llevo a una fiola de

1000 mL. Se us6 una solucién de etanol:alcohol isopropilico (3:1) a la cual se le agreg6 1,22

gramos de &cido giberélico como adicion estandar. Para ser llevado a lectura la solucion final

se filtr6 con embudo de vidrio y papel watman N° 42.

3.5.6.

d)

Procedimiento de lectura en el espectrofotometro UV-Visible

Se verifico que las condiciones ambientales se encuentren Optimas para el  buen
funcionamiento del equipo.

Se encendi6 el sistema eléctrico, el estabilizador del espectrofotometro UV-VIS.
Seguidamente, se procedio a encender el espectrofotémetro y la computadora para
ingresar al software.

Una vez dentro del software se observo si el equipo habia realizado su verificacion
interna correctamente buscando el icono de check en color verde en la parte inferior de
la ventana del software.

Luego de confirmar la verificacion interna, se realizé una correccion de linea base,
presionando el boton “Base Line”, con esta opcion nos ayudamos a reducir el ruido
producido por las condiciones internas o externas al equipo.

Terminado los pasos anteriores se empez06 con las mediciones, antes de correr una
muestra primero se colocé un blanco que representa los solventes utilizados para

disolver los analitos a determinar, y finalmente se corrieron las muestras problemas.
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3.5.7. Derivatizacion de los espectros de absorbancia

Con los espectros obtenidos se procedio a realizar las derivadas de cada una de las hormonas.
Se derivo los espectros secuencialmente hasta llegar a la cuarta derivada con el fin de
encontrar la mejor resolucion y la mejor posicion del pico referente para la cuantificacion.

Para las muestras se realiz6 la misma secuencia y se cuantificd en base a la derivada elegida.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1. Evaluacion del solvente adecuado

Una vez realizadas las pruebas de solubilidad y lecturas en el espectrofotémetro se obtuvieron

los siguientes resultados con cada solvente:

e Agua
Acido Giberelico: Insoluble en agua
Acido Indol Acético: Parcialmente soluble en agua
Espectro de Barrido: No determinado

Tiempo de disolucion: No determinado
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4.2.Derivacion de los espectros de absorcion

4.2.1. Acido Giberélico

4.2.1.1.Espectro de absorcion de orden cero

Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 251 nm

Estandar: Acido Giberélico

Tabla 1.
Concentraciones y Absorbancias del &cido giberélico en orden cero a una longitud de onda
de 251 nm.

CONCENTRACION ABSORBANCIA CONCENTRACION ABSORBANCIA
(mg/L) (mg/L)
1000 0,59995 1300 0,89981
1100 0,69991 1350 0,95000
1150 0,75003 1400 0,99984
1200 0,79983 1450 1,05001
1250 0,85000 1500 1,09987

58



"0J32 UapJo ap 021]94aqIB opioe |ap sondads] ‘GT eInbiq

@ {wu) epucap pnybuo]

SIE ale m__”_.m _”__m_.m m_”mm 062 m_mm _”__mm m_hm _n__hm m_mm _n__"m_m 552 052 SFE

wdd psgl Jaglg 2y
wdd psyl Jaqlg 2y

wdd gge) Jagis oy

wdd goz} Jeqi9 oy
wdd ool Jeq19 3| g1

i

59

BIOUBCOS Ty




4.2.1.2.Espectro de Absorcion de primer orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V

Marca: Thermo INSIGHT

Longitud de onda: 248 nm y 268 nm

Estandar: Acido Giberélico

Tabla 2.

Concentraciones y Absorbancias del &cido giberélico de primer orden a 248 nm.
Concentracion 1000 1100 1150 1200 1250
(mg/L)

Absorbancia 0,00374 0,00469 0,00502 0,00595 0,00632
Concentracion 1300 1350 1400 1450 1500
(mg/L)

Absorbancia 0,00712 0,00752 0,00790 0,00829 0,00963

Tabla 3.

Concentraciones y Absorbancias del acido giberélico de primer orden a 268 nm.
Concentracion 1000 1100 1150 1200 1250
(mg/L)

Absorbancia 0,03085 0,03616 0,03875 0,04196 0,04459
Concentracion 1300 1350 1400 1450 1500
(mg/L)

Absorbancia 0,04763 0,05028 0,05223 0,05485 0,05906
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4.2.1.3.Espectro de absorcion de segundo orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 252 nm y 257 nm — 260 nmy 275 nm

Estandar: Acido Giberélico

Tabla 4.

Concentraciones y Absorbancias del acido giberélico de segundo orden a 260 nm.

Concentracion
(mg/L)

1000 1100 1150 1200 1250

Absorbancia 0,00213 0,00253 0,00271 0,00291 0,00309

Concentracion
(mg/L)

1300 1350 1400 1450 1500

Absorbancia 0,00335 0,00354 0,00365 0,00384 0,00418

Tabla 5.

Concentraciones y Absorbancias del acido giberélico de segundo orden a 275 nm.

Concentracion
(mg/L)

1000 1100 1150 1200 1250

Absorbancia 0,00318 0,00366 0,00392 0,00429 0,00456

Concentracion
(mg/L)

1300 1350 1400 1450 1500

Absorbancia 0,00485 0,00512 0,00532 0,00559 0,00609
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4.2.1.4.Espectro de absorcion de tercer orden
Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 246 nm y 249 nm — 255 nm y 259 nm — 269 nm y 278 nm

Estandar: Acido Giberélico

Tabla 6.
Concentraciones y Absorbancias del acido giberélico de tercer orden a 269 nm.

Concentracién
1000 1100 1150 1200 1250
(mg/L)
Absorbancia 0,00068 0,00081 0,00087 0,00092 0,00097
Concentracion
1300 1350 1400 1450 1500
(mg/L)
Absorbancia 0,00107 0,00113 0,00114 0,00120 0,00130
Tabla 7.
Concentraciones y Absorbancias del acido giberélico de tercer orden a 278 nm.
Concentracion
1000 1100 1150 1200 1250
(mg/L)
Absorbancia 0,00040 0,00046 0,00049 0,00053 0,00057
Concentracion
1300 1350 1400 1450 1500
(mg/L)
Absorbancia 0,00060 0,00064 0,00065 0,00068 0,00075
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4.2.1.5.Espectro de Absorcion de cuarto orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V

Marca: Thermo INSIGHT

Longitud de onda: 248 nm y 252 nm — 256 nm y 261 nm — 263 nm y 267 nm — 274 nm y

283 nm

Estandar: Acido Giberélico

Tabla 8.

Concentraciones y Absorbancias del &cido giberélico de cuarto orden a 267 nm.

Concentracion

1000 1100 1150 1200 1250
(mg/L)
Absorbancia 0,00012 0,00014 0,00016 0,00016 0,00017
Concentracion
1300 1350 1400 1450 1500
(mg/L)
Absorbancia 0,00019 0,00020 0,00020 0,00021 0,00023
Tabla 9.
Concentraciones y Absorbancias del acido giberélico de cuarto orden a 274 nm.
Concentracion
1000 1100 1150 1200 1250
(mg/L)
Absorbancia 0,00018 0,00019 0,00021 0,00023 0,00025
Concentracion
1300 1350 1400 1450 1500
(mg/L)
Absorbancia 0,00026 0,00028 0,00029 0,00030 0,00033
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4.2.2. Acido Indol Acético

4.2.2.1.Espectro de absorcion de orden cero

Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 272 nm, 279 nmy 289 nm

Estandar: Acido Indol Acético

Tabla 10.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de orden cero a 279 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,69163 0,75962 0,82644 0,89443 0,96125

Concentracion

26 28 30 32 34
(mg/L)
Absorbancia 1,02924 1,09606 1,16288 1,23087 1,29769
Tabla 11.

Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de orden cero a 289 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,59000 0,64800 0,70500 0,76300 0,82000

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,87800 0,93500 0,99200 1,05000 1,10700
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4.2.2.2.Espectro de absorcion de primer orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 263 nmy 273 nm — 277 nmy 284 nm — 287 nm y 291 nm

Estandar: Acido Indol Acético

Tabla 12.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de primer orden a 287 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,00868 0,00953 0,01037 0,01122 0,01206

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,01291 0,01375 0,01459 0,01544 0,01628

Tabla 13.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de primer orden a 291 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,07211 0,07920 0,08617 0,09326 0,10023

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,10731 | 0,11428 0,12125 0,12834 0,13530
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4.2.2.3.Espectro de absorcion de segundo orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V

Marca: Thermo INSIGHT

Longitud de onda: 271 nmy 275 nm — 281 nm y 285 nm — 289 nm y 294 nm

Estandar: Acido Indol Acético

Tabla 14.

Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de segundo orden a 289 nm.

Concentracion

(mg/L) 16 18 20 22 24
Absorbancia 0,02098 0,02304 0,02507 0,02713 0,02916
Concentracion 2 28 30 30 34
(mg/L)

Absorbancia 0,03122 0,03324 0,03527 0,03733 0,03936

Tabla 15.

Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de segundo orden a 294 nm.

Concentracion

(mg/L) 16 18 20 22 24
Absorbancia 0,01025 0,01126 0,01225 0,01326 0,01425
Concentracion

(mg/L) 26 28 30 32 34
Absorbancia 0,01526 0,01625 0,01724 0,01825 0,01924
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4.2.2.4.Espectro de absorcion de tercer orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 269 nmy 273 nm — 278 nmy 283 nm — 287 nm y 291 nm

Estandar: Acido Indol Acético

Tabla 16.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de tercer orden a 287 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,00841 0,00924 0,01005 0,01088 0,01169

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,01252 0,01333 0,01414 0,01497 0,01578

Tabla 17.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de tercer orden a 291 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,00798 0,00877 0,00954 0,01032 0,01109

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,01188 0,01265 0,01342 0,01421 0,01498
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4.2.2.5.Espectro de absorcion de cuarto orden

Equipo: Espectrofotometro UV/V
Marca: Thermo INSIGHT
Longitud de onda: 271 nmy 275 nm — 281 nm y 285 nm — 289 nm y 293 nm

Estandar: Acido Indol Acético

Tabla 18.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de cuarto orden a 289 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,00429 0,00471 0,00512 0,00554 0,00596

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,00638 0,00679 0,00721 0,00763 0,00804

Tabla 19.
Concentraciones y Absorbancias del acido indol acético de cuarto orden a 293 nm.

Concentracion
(mg/L)

16 18 20 22 24

Absorbancia 0,00240 0,00264 0,00287 0,00311 0,00334

Concentracion
(mg/L)

26 28 30 32 34

Absorbancia 0,00358 0,00381 0,00404 0,00428 0,00451
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4.3.0btencion de las Curvas de Calibrado

Se realizo las mediciones para la construccion de las curvas de calibrado de cada hormona.

Se utilizo las longitudes de onda obtenidas de la segunda derivada.

4.3.1. Acido Giberélico
Longitud de onda: 275 nm (2da Derivada)

Estandar: Acido Giberélico

ACIDO GIBERELICO
0.0060-
0.0055+
< 0.0050+
o
z
<
% 0.0045-
O
3
< y=5.10"%X — 0.0023
0.0040- R?*=0.9976
0.0035-
0.0030- T T T T T T
1000 1100 1200 1300 1400 1500
CONCENTRACION  (PPM)

Figura 25. Curva de calibrado del acido giberélico.
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4.3.2. Acido Indol Acético
Longitud de onda: 294 nm (2da derivada)

Estandar: Acido Indol Acético

ACIDO INDOL ACETICO

0.019-
0.018-
0.017-
0.016-
0.015-
0.014-

ABSORBAMCIA

0.0134 y=0.0005x + 0.0023

Rf=0.0000

0.012-
0.011-
0.010-

15 2 % 0
CONCENTRACION (PPM)

Figura26. Curva de calibrado del Acido Indol Acético.
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4.4 Cuantificacién de las concentraciones de las muestras comerciales

Luego que se definio las curvas de calibracion de cada hormona, se procedié a cuantificar las

muestras obteniéndose los siguientes resultados.

4.4.1. Plentyphos (4cido indol acético)

Tabla 22.
Resultados obtenidos de las corridas del producto Plentyphos.
| Concentraciéon | Concentracion
Muestras de | Absorbancia . Resultado
de la solucion del producto _
Plentyphos | (A=294nm) (X + o)
(mg/L) (9/L)
1 0,01472 24.84 0.207
2 0,01470 24.80 0.207
3 0,01476 24.92 0.208
4 0,01469 24.78 0.207
5 0,01470 24.80 0.207
0.207 £ 0.2%
6 0,01465 24.70 0.206
7 0,01477 24.94 0.208
8 0,01468 24.76 0.206
9 0,01471 24.82 0.207
10 0,01472 24.84 0.207

o : desviacion estandar (expresada como porcentaje) , X : Promedio
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4.4.2. Gib-bex (acido Giberélico)

Tabla 23.
Resultados obtenidos de las corridas del producto Gib-bex.
Muestras | Absorbancia %Zr:;e:otlﬂci?r? %%Tf:;gﬁzlt%n Resultado
de Gib-bex | (A=275nm) (mg/L) (g/L) (X + o)
1 0.00365 1190 9.9
2 0.00360 1180 9.8
3 0.00368 1196 10.0
4 0.00370 1200 10.0
5 0.00364 1188 9.9
9.9+0.6 %
6 0.00362 1184 9.9
7 0.00373 1206 10.1
8 0.00365 1190 9.9
9 0.00368 1196 10.0
10 0.00372 1204 10.0

o : desviacion estandar (expresada como porcentaje) , X : Promedio
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4.4.3. Fithor (&cido indol acético y &cido giberélico)

Tabla 24.

Resultados del contenido de acido giberélico obtenidos de las corridas del producto Fithor.

Concentracion | Concentracion

Muestras | Absorbancia _ Resultado
_ de la solucién del producto —
de Fithor | (A=275nm) (Xt o)
(mg/L) (g/L)
1 0.00390 1240 40
2 0.00391 1242 44
3 0.00390 1240 40
4 0.00391 1242 44
5 0.00391 1242 44
42.40 £ 1.9%
6 0.00391 1242 44
7 0.00390 1240 40
8 0.00391 1242 44
9 0.00390 1240 40
10 0.00391 1242 44

o : desviacion estandar (expresada como porcentaje) , X : Promedio
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Tabla 25.
Resultados del contenido de acido indol acético obtenidos de las corridas del producto Fithor.

~ | Concentracion | Concentracion
Muestras | Absorbancia _ Resultado
_ de la solucién del producto —
de Fithor (A=294nm) (X t+ o)
(mg/L) (9/L)
1 0.01260 20.60 41.20
2 0.01261 20.62 41.24
3 0.01260 20.60 41.20
4 0.01260 20.60 41.20
5 0.01261 20.62 41.24
41.21 + 0.07%
6 0.01262 20.64 41.28
7 0.01259 20.58 41.16
8 0.01261 20.62 41.24
9 0.01260 20.60 41.20
10 0.01259 20.58 41.16

o : desviacion estandar (expresada como porcentaje) , X : Promedio
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CAPITULO 5

DISCUSION DE RESULTADOS

Como podemos observar en los resultados obtenidos al momento de seleccionar un solvente
se tuvo en consideracion tres parametros de interés, los cuales fueron elegidos
convenientemente para la elaboracion de la metodologia propuesta.

El primer parametro es la solubilidad, de acuerdo a las fichas técnicas de cada hormona, se
detalla que cada hormona tiene un nivel de solubilidad en cada solvente: agua, etanol y
alcohol Isopropilico.

En primera instancia se deseaba hacer una metodologia que no presente mayores problemas
de toxicidad y se procedio a utilizar el agua, sin embargo observamos que el nivel de
solubilidad no era el adecuado para esta metodologia, y al momento de realizar un barrido
por el espectrofotometro UV-Vis, se obtenian muchas sefiales como ruido en el rango de 200
a 300 nm, con lo cual era imposible determinar las sefiales de las hormonas. Para el caso del
etanol y el alcohol Isopropilico se obtuvieron mejores resultados en sus soluciones a
diferentes concentraciones, sin embargo también se encontrd un grupo de sefiales en forma
de ruido entre 200 y 235 nm aproximadamente. Entre tantas pruebas realizadas se obtuvo una
mezcla entre etanol y alcohol Isopropilico de 1 a 3, con lo cual logramos reducir este ruido
producido y logramos proseguir con la metodologia. Por qué es tan importante reducir este
ruido sabiendo gue no interfiere con la longitud de onda de las hormonas. La respuesta a esta
interrogante se resuelve al momento de realizar las derivaciones de los espectros, si
obtenemos demasiado ruido en una region del espectro, estos pueden alterar las derivaciones
moviendo amplitudes o alturas de los picos de cada curva obtenida y en muchos casos no

permiten crear una curva de calibracion. Se denomina a este ruido interferencias.
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Como segundo parametro se determind la resolucion del espectro obtenido, como
mencionamos lineas arriba este parametro nos ayudo a determinar la mezcla adecuada para
proseguir con la metodologia, si bien es cierto al momento de realizar el barrido descartamos
la region donde se encuentra este ruido, bajar la mayor parte de estas sefiales interferentes

nos ayuda a definir la forma del espectro de cada hormona.

El tercer parametro evaluado es el tiempo de disolucion de cada hormona en los solventes,
como se muestran en los resultados para el caso del etanol se obtiene tiempos promedios de
cinco minutos para cada hormona, mientras que el alcohol Isopropilico demandaba mayor
tiempo aproximadamente veinte minutos, al realizar la mezcla de los solventes obtenemos
un mejor tiempo de disolucién promedio, dos minutos por hormona en agitacion constante.
Este tiempo nos permite reducir tiempos al momento de la preparacién de las soluciones para

las curvas y para las muestras a evaluar.

La eleccion del orden de la derivada es la etapa mas importante del presente trabajo, ya que
es con este que podremos cuantificar y definir la metodologia propuesta.

Se realiz6 la derivacion hasta el cuarto orden de cada hormona para observar el
comportamiento de las curvas obtenidas, en este aspecto y luego de analizar cada curva se
tomo en cuenta los siguientes puntos para la eleccion del orden: La resolucion de las curvas,
la longitud de onda méaxima, los valores de absorbancia entre puntos y el mas importante que

cada longitud méaxima obtenida por cada hormona no se vea afectada por la otra.

Como podemaos observar en la figura 31, (Anexo A) se observan varios de los puntos que

tomamos en cuenta para seleccionar el orden de la derivada, en este caso la resolucion de
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ambas curvas se encuentran éptimas, en el caso de la longitud de onda méxima la
encontramos a 275 nm con mayor amplitud y el valor de absorbancia superior, la cual
corresponde a la segunda derivada de la hormona, en el caso de la primera y cuarta derivacion
se obtuvieron problemas con los puntos de longitud de onda maxima y los valores de
absorbancia se encontraban muy cercanos unos de otros lo cual no nos ayudd para la

cuantificacion.

Como se puede apreciar en la Figura 30, (Anexo A) notamos claramente que las longitudes
de onda maxima tanto del acido giberélico (AG) y del &cido indol acético (AlA) no se cruzan
y nos permiten cuantificar por separado y en mezcla, ademéas en ambos casos cumplen con
todos los puntos de eleccidn, resolucion del espectro, longitudes de onda méaximo, los valores
de absorbancia son los adecuados para poder realizar una curva de calibracion, y finalmente
las longitudes mé&ximas de cada hormona no se cruzan entre ellas y nos facilitan la
determinacion de ambas hormonas.

Luego de definir el orden de la derivada a utilizar en la cuantificacion y del mismo modo las
longitudes de onda méxima que utilizaremos para cada hormona. Realizamos las curvas de
calibracion con diez puntos estratégicamente elegidos para la determinacion de nuestros
productos, en el caso del &cido indol acético (AlA) se obtuvo una ecuacion lineal con un
factor de determinacion (R?) de 0.9999 y en el caso del acido giberélico (AG) se obtuvo una
ecuacion lineas con un factor de determinacion (R?) de 0.9976; esto nos indica que nos
encontramos con un sistema de medicion con buena linealidad.

En la cuantificacion de los productos: Plentyphos, Gibbex y Fithor, se obtuvieron resultados

muy proximos a los valores especificados en sus fichas técnicas (ver anexo B), con lo cual
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podemos insinuar que la metodologia propuesta es la mas adecuada para la determinacion.
Para verificar que no sean falsos resultados realizamos una repeticion de medicion. Diez
repeticiones por producto con lo que se obtuvieron desviaciones para el Plentyphos, Gibbex
y Fithor de 0.2%, 0.6% y 0.07%, 1.9% correspondientemente los mismos que no exceden el
3% como desviacion del valor promedio obtenido experimentalmente. Estadisticamente

hablando tendriamos un método que nos ofrece repetibilidad en sus mediciones.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

e En base a los resultados obtenidos concluimos que el uso de la técnica de las derivadas
mediante el equipo espectrofotdmetro de UV-Vis, nos permite determinar la
concentracion de las hormonas reguladoras de crecimiento; acido giberélico (AG) y acido
indol acético (AlA), en productos fertilizantes liquidos. Obteniéndose las siguientes
concentraciones: Plentyphos 0.207 g/L (AlA), Gib-bex 9.9 g/L (AG) y el Fithor 41.21 g/L
(AIA) 42.40 g/L (AG), los cuales se encuentran dentro del rango establecido en sus fichas
técnicas (ver anexo B).

e El uso de mezcla de solventes muchas veces favorece a los analisis de cuantificacién ya
que cada solvente posee propiedades afines a cada molécula a determinar, en nuestro caso
la mezcla de etanol y alcohol Isopropilico nos ha brindado estabilidad y mayor solubilidad
con las hormonas de crecimiento; &cido indol acético (AlA) y acido giberélico (AG),
logrando mejorar la resolucion de nuestros espectros y asi poder determinar el contenido
de las hormonas.

e Laeleccion del orden de la derivada fue un factor importante ya que la cuantificacion de
cada hormona dependia del ordenamiento de los espectros, luego de los analisis realizados
concluimos que la segunda derivada nos ayuda a cuantificar ambas hormonas en distintas
longitudes de onda paralelamente o por separado.

e Luego del analisis de las cuatro 6rdenes de derivacién y habiendo determinado el uso de

la segunda derivada del acido indol acético (AlA), se definio el uso de la longitud de onda
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de 294 nm con la cual se obtuvieron los mejores resultados cuantitativos y el menor riesgo
de interferencias producidos por el &cido giberélico (AG).

El analisis de las cuatro Ordenes de derivacion y habiendo determinado el uso de la
segunda derivada del acido giberélico (AG) nos ayudé a definir el uso de la longitud de
onda de 275 nm con la cual se obtuvieron los mejores resultados y el menor riesgo por
interferencias producidas por el acido indol acético (AlA).

Las curvas de calibracion obtenidas tanto para el acido indol acético (AlA) y el &acido
giberélico (AG), resultaron con un buen coeficiente de determinacion con lo cual podemos
predecir resultados confiables para nuestro método, el &cido indol acético (AlA) con un
factor de determinacion (R?) de 0.9999 y en el caso del acido giberélico (AG) con un

factor de determinacion (R?) de 0.9976
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CAPITULO 7
RECOMENDACIONES

En el caso del uso de los solventes se debe tener mucha consideracion, los factores de
contaminacion cruzada que podamos incurrir por el uso de material de vidrio no
acondicionado puede llegar a interferirnos en nuestros andlisis. Se recomienda
realizar un lavado con material detergente, enjuague con agua destilada, un pequefio
enjuague con alcohol etilico y finalmente secado en estufa para mantener totalmente
seco el material de vidrio.

Para la determinacion de los espectros de cada orden de derivacion, se recomienda
realizar una limpieza de ruido mediante las opciones del software del equipo UV —
Visible, en este caso realizar esta limpieza nos ayuda bastante a no tener problemas
por factores externos como puede ser un cambio de niveles de voltaje ingresado al
equipo, vibraciones externas, etc.

En caso se desee poner en préactica la metodologia propuesta no olvidar que el analisis
se realiza para ambas hormonas mencionadas, si en caso hubiesen otras hormonas
diferentes en el producto, se recomienda establecer una nueva metodologia que nos

ayude con el tema de separacion.
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ANEXQOS

A. Caracteristicas de espectros derivados.
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Figura 30. Comparacion entre el espectro de segundo orden y
tercer orden del &cido giberélico.
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Mezcla de dcido giberélico (AG) yacido indol acético (AIA)
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Figura 31. Mezcla de acido giberélico (AG) y acido indol acético (AlA)
en orden cero y su segunda derivada.
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B. Fichas técnicas de los productos evaluados

EMPRESA: Comercial Andina Industrial S.A.C.
PRODUCTO: Plentyphos-P® - Fertilizante foliar liquido
I- R.L: 1525810C

Il.- INGREDIENTES ACTIVOS:

Nitrégeno Total (N) 10.0 %
Fésforo Disponible (P O ) 450 %
Potasio Soluble (K Q) 10.0 %
Magnesio (MgO) 400 ppm
Hiemo (Fe O ) 100 ppm
Zinc (Zn) 100 ppm
Manganeso (Mn) 100 ppm
Cobre (Cu) 100 ppm
Acido indol acético 0.200 gr

* Todos los resullados s2 encueniran sujeios a un margen de error del +/- 5%

lll.- CARACTERISTICAS: Fisico - Quimicas

= Estado Fisico Liquido

« (Color

« Olor

« Densidad 1.31 g/mL

« PH 46

= Solubilidad en agua 100 % soluble
« [nflamabilidad No inflamable
« Explosividad No explosivo

+ Commosividad No corrosivo

« Combustibilidad No combustible
= Estabilidad de la solucién Estable

» Estabilidad de aimacenamiento Estable 3 afios

IV.- FORMULACION: Concentrado Soluble.
V.- MODO DE ACCION:

Plentyphos-P ® es un feriilizante foliar liquido concentrado, que por su
alto contenido de Fosforo (P20%5), en combinacion equilibrada con los
demas elementos de su composicion estimula la formacion de raices al
inicio de los cultivos, y en su fase final acelera la maduracion vy

5 G.-'u?-’
picien 1587Y. Fma phe. Oficina 202, Bdificls Ded Fere . Lma 18 - el J Tl (07} 253-ad444 - Fax: 2711788 / e-moll = TPV 3 ST e
v O e A P T

Figura 32. Ficha técnica del producto Plentyphos — Parte 1.
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crecimiento mejorando calidad y tamafio, acelera la formacidn de brotes,
recupera plantas con problemas elevando sus rendimientos

WV1.- RECOMENDACIONES DE USOS:

CULTIVO En 200 litros EFPOCA Y N° DE APLICACIONES
de agua

Papa 1az2lL Dos aplicaciones foliares, la primera a los
20 a 25 dias de siembra y la segunda a los
20 dias después de la anterior aplicacidn.

Algoddan Ta2l 1° Después desahije.

Tomate, aji, 1azlL 12 A los 20 a 25 dias de la siembra o

pimiento, paprika, trasplante de frutos en mezcla con

esparrago, Citogib®.

alcachofa 2°Acabado de frutos en mezcla con
Citogib®.

Frijol, vainita, 1azL 12 A los 15 a 20 dias de la siembra.

anveja, pallar, 2° Acabado de frutos en mezcla con

garbanzo Citogib®.

Zapallo, sandia, 1azlL 12 A los 20 a 25 dias de la siembra.

pepinillo, meldn, 2° Acabado de frutos en mezcla con

Zapallito italiano. Citogib®.

Lechuga, coliflor, Ta2lL 1° A los 20 a 25 dias de la siembra o

brocoli, col, apio, trasplante.

poro, nabo, ajo, 2° A los 20 a 25 dias de la primera en

cebolla mezcla con Citogib®.

Citricos, Ta2lL 1° Para el acabado en mezcla con

manzano, Citogib®.

melocoton, peral,

fresas, mango

Marigold, rosas Ta2l 1°Después de cada cosecha.

VIl.- MOMENTO DE APLICACION:

Plentyphos-P ® se recomienda aplicarlo de acuerdo a las
recomendaciones de la etiqueta comercial

VIII.- TOLERANCIAS Y CARENCIAS:
Mo aplicable por tratarse de un ferilizante foliar, no biocida.
IX.- DESCARGO DE RESPONSAEILIDAD
Comercial Andina Industrial S.A.C. no tendra responsabilidad alguna por

ninguna pérdida, sin limitacidn alguna, pérdidas directas, indirectas o
consecuentes, lucro cesante, interrupcion de negocios, pérdidas de

Anddina

By, BEnavide 1579, Fme plie. Oficing 702, BEdficis Dol Park 1. Lives 18 - Pard J Tell: (01) 25344448 - Fax: 271. 1988 / e-msil = Egrup
v O L r ol P S i e

e

Figura 33. Ficha técnica del producto Plentyphos — Parte 2.
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FICHA TECNICA

ingreso, demandas, reclamos, acciones, procedimientos, dafios y
perjuicios, pagos, gastos u otras obligaciones ocasionadas o sufridas por
cualquier persona que tome cualquier accion o se abstenga de tomar
cualquier accion a la informacion contenida en esta Ficha Técnica.

X - CATEGORIA TOXICOLOGICA
Plentyphos-P ® es un feriilizante foliar muy seguro, pero por una norma

elemental de seguridad, se sugiere tomar las mas elementales medidas
de proteccion y seguridad durante su uso y manejo.

File: Ficha Técnica / 8-32-5% /29.05.12
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Figura 34. Ficha técnica del producto Plentyphos — Parte 3.
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£ Comercial Andina

FICHA TECNICA Industrial s.A.c.

FICHA TECNICA “Gib-bex®"

I.- IDENTIFICACION DEL PRODUCTO Y LA COMPANIA:
EMPRESA: Comercial Andina Industrial S.A.C.
PRODUCTO: “Gib-bex®"- Regulador de crecimiento.

N° REG. N°®912-39-AG-SENASA

Il.- INGREDIENTES ACTIVOS:

+ (Giberelinas 989 g/L
« Bxiracto de algas 901.1 g/L

* Los resuliados pueden fener un margen de error de +/- 5%.

Ill.- CARACTERISTICAS: Fisico - Quimicas

+ FEstado Fisico Liquido

« Color Rojo

= Olor Caracteristico
» Densidad 1.01 +/-0.01

« PH 31+-01

+ Solubilidad en agua 100 % Soluble
+ Inflamabilidad Mo inflamable
» BExplosividad No explosivo

« Corrosividad Mo comosivo

« Combustibilidad Mo combustible
« Estabilidad Estable

« [Estabilidad de almacenamiento Estable 2 afios

IV - FORMULACION: Concentrado Soluble.
V.- MODO DE ACCION:

Los componentes del Gib-bex® ingresan a fravés de la cuticula y de las
paredes celulares de los diversos organos de la planta, produciendo un
incremento pronunciade del tamafio de las células, asi como un
incremento en la capacidad fotosintética del cultivo, aumentando
contenido de aziucares, elevando la presion osmdtica celular,
expandiéndola; favorece el crecimiento longitudinal de frutos, tallos,
alargamiento en vainas y otros cultivos.

Andina

M. Benovides 187H. 7ma piso. Oficing 702 Edfick Del Porc B Umo 18 - Pord | Tell.: (01) 2536444 - Fax: 271.1984 ¢ e-mait alenclonaiciienteégrupoanding.com pe
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Figura 35. Ficha técnica del producto Gibbex — Parte 1.
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FICHA TECNICA

£ Comercial Andina
Industrial s.A.c.

Los extractos de alga presente en el formulado evitan el efecto de
clorosis temporal pos aplicacion, que es notorio en otras formulaciones
de acido giberélico disuelto en alcohol.

Logra respuestas confiables en diversas condiciones ambientales y de
cultive debido a su alto nivel de pureza y concentracion.

Proporciona los siguientes beneficios:
¥ Promueve el crecimiento y elongacion de los tallos controlando el

tamafio general de la planta.

Y Y

fisioldgicos.

Promueve la induccion floral en los cultivos.
Promueve el crecimiento de los frutos reduciendo los desdrdenes

VI1.- RECOMENDACIONES DE UsSOS

CULTIVO | Dosis en 200 Momento de uso

L de agua
Papa 125 mil. Tratamiento de semilla durante 5 minutos.
Bracoli 125 mil. Inicio de formacion de |as cabezuelas.
Alcachofa | 125 mL 60 dias después del trasplante.
Paprika 125 mil 60-70 dias después del trasplante.

VIl - MOMENTO DE APLICACION:

Aplicar de acuerdo a las recomendaciones de la etiqueta comercial.

Vill- TOLERANCIAS Y CARENCIAS:

No aplicable por tratarse de un producto cuyos componentes son a base
de sustancias provenientes de fuentes organicas y extractos de algas,

no biocida.

Andina
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Figura 36. Ficha técnica del producto Gibbex — Parte 2.
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£ Comercial Andina

FICHA TECNICA Industrial s.A.c.

IX_.- DESCARGO DE RESPONSABILIDAD

Comercial Andina Industrial S A C. no tendra responsabilidad alguna por
ninguna pérdida, sin limitacidn alguna, pérdidas directas, indirectas o
consecuentes, lucro cesante, intermupcion de negocios, pérdidas de
ingreso, demandas, reclamos, acciones, procedimientos, dafios y
perjuicios, pagos, gastos u ofras obligaciones ocasionadas o sufridas por
cualquier persona que tome cualquier accion o se abstenga de tomar
cualquier accion a la informacion contenida en esta Ficha Técnica.

X - CATEGORIA TOXICOLOGICA

Ligeramente tdxico — banda verde — Categoria IV.

File: Ficha Técnica / Gib-bex® /22.01.15
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Figura 37. Ficha técnica del producto Gibbex — Parte 3.
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FICHA TECNICA

Comercial Andina
Industrial s.A.cC.

FICHA TECNICA “Fithor"

EMPRESA: Comercial Andina Industrial S A C.

PRODUCTO: Fithor ®- Regulador de crecimiento vegetal
.- Registro SENASA 856 — 99 — AG-SENASA

Il.- INGREDIENTES ACTIVOS:

- Giberelinas 41.08 g/L
- Acido indol acético 40.91 giL
- Extracto de Algas 918.01 g/L

* Los resuliados pueden fener un margen de error de +/- 5%.

lll.- CARACTERISTICAS: Fisico - Quimicas

Estado Fisico Liguido

Color Azulino

Olor Caracteristico
Densidad 1.02 +/-0.01
PH 3.0 +-0.1
Solubilidad en agua 100 % soluble

Inflamabilidad

Explosividad

Cormrosividad

Combustibilidad

Estabilidad de la solucion
Estabilidad de almacenamiento

No inflamable
Mo explosivo
Mo corrosivo
No combustible
Estable
Estable 2 afios

V.-

Wo-

FORMULACION: Concentrado Soluble.

MODO DE ACCION:

Fithor® es un regulador de crecimiento vegetal que favorece la
multiplicacion celular aumentando en tamafio, y grosor de los cultivos,
provoca el brotamiento de yemas y brotacion en la semilla de papa.

Grupr
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Figura 38. Ficha técnica del producto Fithor — Parte 1.
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VI- RECOMENDACIONES DE USOS: esta inicialmente recomendado su
uso en el cultive de papa, 100 ml. En 200 Its. De agua para hacer la

inmersion por un espacio de tiempo de 5 minutos.

VII.- MOMENTO DE APLICACION:

Fithor ® se recomienda aplicarlo de acuerdo a las recomendaciones de

la etiqueta comercial

V.- TOLERANCIAS Y CARENCIAS:

Mo aplicable por tratarse de un regulador de crecimiento vegetal, no

biocida.

IX.- DESCARGO DE RESPONSABILIDAD

Comercial Andina Industrial S A C. no tendra responsabilidad alguna por
ninguna pérdida, sin limitacidon alguna, pérdidas directas, indirectas o
consecuentes, lucro cesante, interrupcion de negocios, pérdidas de
ingreso, demandas, reclamos, acciones, procedimientos, dafios y
perjuicios, pagos, gastos u otras obligaciones ocasionadas o sufridas por
cualquier persona que tome cualquier accion o se abstenga de tomar
cualquier accidn a la informacién contenida en esta Ficha Técnica.

X - CATEGORIA TOXICOLOGICA

Fithor ® es un regulador de crecimiento muy Seguro, pero por una norma
elemental de seguridad, se sugiere tomar las mas elementales medidas

de proteccion y seguridad durante su uso y manejo.
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Figura 39. Ficha técnica del producto Fithor — Parte 2.
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C. Fotos de los productos terminados analizados.

CONCENTHADO BOLUOLE (3
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}  UGERAMENTE TOXICO
PRECAUCION

Figura 40. Producto Fithor presentacion de 1 litro.

Gib-Bex'f

(Giborelinas)

CONCENTRADO SOLUSLL
SOMPTRICCN GG,

REGULADOR D CRA CMIEASS
O PLANTAS OE USO AGRITOUA

Comfnte

3 USERAMENTE TOXXCO
PRECAUCION

Figura 41. Producto Gib-Bex de 1 litro.
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Figura 42. Producto Plentyphos de 1 litro.
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