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Introduccion

INTRODUCCION

La investigacion y desarrollo de medicamentos no se compara con la de ningun otro
tipo de producto, no solo por su especial valor social, sino por ser un proceso en el que
deben intervenir numerosos profesionistas, asi como instituciones de investigacion,
hospitales, empresas y organizaciones gubernamentales.

Las organizaciones comerciales tienen que justificar el enorme gasto de la
produccién de un nuevo medicamento, asegurandose primero de que exista un mercado
para el cual vaya dirigido y que le proporcione un retorno financiero beneficioso. Por lo
que es de total importancia desarrollar nuevos principios activos que proporcionen el
efecto terapéutico deseado, para las enfermedades que prevalecen en la poblacion. &2

En nuestro pais, las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de
fallecimientos, debido a la existencia de diversos factores que contribuyen a la mortalidad
producida por la hipertension arterial, ® ademas no existe un tratamiento curativo por lo
que el mayor beneficio en el desarrollo de un farmaco, es la produccién de un compuesto
para tratar un cuadro relativamente comudn para el que no existen terapéutica con un éxito
total.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal ubicado en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Auténoma de México, surgio el proyecto
de disefio de nuevas moléculas bajo la coordinacion general del Dr. Enrique R. Angeles
Anguiano, con la finalidad de generar compuestos con actividad terapéutica mas
especifica. Como uno de los resultados del proyecto, se obtuvo una serie de compuestos
derivados del fenol, con actividad antihipertensiva y antiarritmica, denominados LQM’s
serie 300, por las siglas del Laboratorio de Quimica Medicinal, entre los que podemos citar
a los tiomorfilinicos, piperidinicos y morfolinicos; los cuales se han sometido a diversas
evaluaciones para confirmar sus caracteristicas estructurales, sus propiedades
fisicoquimicas y farmacoldgicas.

El conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de los nuevos compuestos es de
total importancia para su posterior estudio refiriéndonos a la etapa preclinica y clinica 'y su
posible acondicionamiento para comercializarlo como medicamento, por lo que en el
presente trabajo se determinaran sus propiedades acido-base asi como los valores de las
constantes de acidez para los compuestos LQM’s 344, 345y 351 a través del desarroll6 de
un método analitico mediante la técnica de electroforesis capilar y UV-Vis con la finalidad
de obtener valores representativos para cada compuesto.

La electroforesis capilar como una version instrumental de la electroforesis
convencional, es una técnica de separacién basada en el fendmeno de la migracion
diferencial, es decir la diferencia de velocidad que presenta particulas cargadas y no
cargadas en el seno de una disolucion amortiguadora, cuando se someten a la accion de un
campo eléctrico. Los mecanismos de separacién han sido modificados ampliamente, dando
lugar a diversos modos de operacién y consecuentemente al campo de aplicacion. €9




Introduccion

En la actualidad esta técnica se ha introducido como una alternativa para llevar a
cabo las mediciones de las constantes de acidez de nuevos principios activos, a partir del
calculo de la movilidad efectiva después de la separacién electroforética en funcion
directa del pH, usando una serie de disoluciones amortiguadoras a diferentes
concentraciones de iones hidronio, pero con una fuerza iénica constante asi como, un
marcador del flujo electro osmético. “2®) Esta técnica ha alcanzado un estado de madurez,
prueba de ello es su paulatina aplicacién en diversas areas de la investigacion y la
aceptacion de los primeros métodos oficiales de analisis.

Figura 1. Abajo Software y equipo de Electroforesis Capilar, arriba equipo de UV-Visible. (Beckman
Coulter)




Introduccion

El desarrollo del método se realizo para la técnica de electroforesis capilar, ya que
esta técnica posee ciertas ventajas con respecto a otras como HPLC y UV-Vis, entre las
que podemos mencionar; el nivel de automatizacion del instrumento, el tiempo de analisis,
la flexibilidad, ™ la eficiencia, la resolucién en la separacién, la disminucién de
disolventes y residuos y por lo tanto del costo.®) En cuanto a la muestra no importa su
pureza, su baja solubilidad en agua, ni su concentracion, ademas las cantidades requeridas
se encuentran en el rango de pg. ?

La espectrofotometria de UV-Vis es una de las técnicas mas usadas para la
determinacidn de las constantes de acidez, por la reproducibilidad de los datos, ademas de
ciertas ventajas en cuanto a compuestos con baja solubilidad, pero un inconveniente
importante es la pureza de la muestra ya que las impurezas pueden absorber en el rango
UV-Vis e interferir traslapandose en el espectro de absorcion del compuesto.*? Sin
embargo, la practicidad del desarrollo experimental nos permite obtener una serie de datos
a través de la recopilacion de barridos en un rango de 200 a 800 nm, obtenidos durante el
curso de la modificacion del pH del sistema, las variaciones de absorbancia mostradas son
el resultado de los cambios de concentracion de las especies (neutras y ionizadas)
caracteristicas de cada compuestos.

Por lo que en el presente trabajo de tesis, se determinara la relevancia de los datos
obtenidos a través de su comparacion entre la técnica de electroforesis capilar y la técnica
tradicionalmente utilizada como lo es la espectrofotometria de UV-Vis.




Antecedentes

QUIMICA MEDICINAL

El campo de la quimica medicinal ha evolucionado desde el aislamiento y
caracterizacion hasta un mayor conocimiento de la bioquimica de los estados
patolégicos, asi como el disefio de nuevos compuestos para la prevencion de
enfermedades. Aunque en sus origenes la Quimica Medicinal se centro
fundamentalmente en las modificaciones quimicas simples de las moléculas de origen
natural, las tendencias actuales estan orientadas hacia el estudio de las interacciones de
los farmacos con sus estructuras diana* a nivel molecular, con la finalidad de generar
nuevos compuestos que resulten mas potentes, con mayor selectividad y menos tdxicos
en su accion terapéutica. ‘¥

Un aspecto importante de la quimica medicinal ha sido establecer una relacion
entre estructura quimica y actividad bioldgica. En los ultimos afios se ha considerado
mas la correlacion entre la estructura molecular y la reactividad quimica o las
propiedades fisicas y esta correlacion puede referirse, a su vez, a su accion terapéutica.

El desarrollo de un nuevo principio activo con actividad especifica, comienza en
el estudio de los efectos de los productos naturales o de farmacos sintéticos en distintos
sistemas bioldgicos, que conducen a una actividad bioldgica particular. Una vez
identificado el efecto de un compuesto, por medio de estudios en biologia molecular y
medicina, el quimico medicinal y el farmacéutico trabajaran conjuntos para mejorar la
actividad conocida de la molécula denominada “molécula guia”. En la actualidad se
conoce mejor la estructura de los receptores y la funcién de enzimas que pueden
participar en la patogenia de una enfermedad, a su vez, estas moléculas se usan como
blancos en el disefio de compuestos que actian como agonistas 0 antagonistas de los
receptores o inhibidores de las enzimas. *%

Este proceso normalmente atraviesa un ciclo: el disefio del compuesto - sintesis -
prueba bioldgica — disefio del compuesto — sintesis - prueba bioldgica hasta obtener un
compuesto con la actividad deseada. V' Se auxilia de la tecnologia computacional, la
cual detalla de manera tridimensional las entidades quimicas asi como los receptores o
blancos biomoleculares: esta estrategia es comunmente llamada o conocida como
Disefio Racional de Farmacos. (&9

Una de las primeras hipotesis que intento relacionar la actividad de un
compuesto con un parametro fisicoquimico fue la teoria de Meyer-Overton (1901),
observd que para los anestésicos generales, la actividad se relacionaba con el coeficiente
de particion lipido / agua.

En el campo de la quimica tedrica, Hammett fue el primero en demostrar que los
valores de pK, de los acidos benzoicos sustituidos podian predecirse en funcién de los
distintos sustituyentes del anillo aromatico. Las investigaciones posteriores condujeron
a las constantes de acidez de los sustituyentes en las cuales el efecto electrénico se
separa en los términos inductivos y de resonancia.

* Diana. Estructura molecular receptora.
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En la actualidad se han realizado numerosos intentos para correlacionar
matematicamente la estructura molecular con la actividad de los compuestos. Uno de
los investigadores con mayor éxito en este campo es Hansch, que junto a sus
colaboradores (1993) sentd las bases de lo que hoy conocemos como Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad (o estudios QSAR) los cuales correlacionan la
actividad bioldgica con parametros fisicoquimicos como el momento dipolar, el calor de
formacion, el pKa, el coeficiente de particion (transporte bioldgico), parametros
electronicos (densidades electronicas de posibles sitios activos en la molécula), energias
de union compuesto/enzima y las propiedades de los grupos funcionales (tanto
electrénicos como estéricos) presentes en la molécula. 819

Por lo tanto, el disefio de nuevos compuestos, busca encontrar moléculas capaces
de interaccionar o unirse a determinados blancos macromoleculares. El disefio de
farmacos asistido por computadoras es una estrategia nueva, esta disciplina es mejor
conocida como Modelaje Molecular que incluye todas aquellas técnicas
computacionales que tienen como finalidad el estudio estructural (tridimensional) de las
moléculas. Los programas de modelaje molecular permiten simular su estructura y
calcular la estabilidad de los distintos conférmeros posibles, ° Y 2V todo ello
recurriendo a modelos tedricos que permitan resolver las ecuaciones planteadas para un
determinado sistema de leyes fisicas aplicados a los sistemas moleculares.®?

Por consiguiente la Quimica Medicinal se ha visto beneficiada y ha logrado
avances significativos en la construccion y sintesis de moléculas mas complejas gracias
al progreso en los procesos de sintesis organica, asi como en lo relativo a las técnicas de
identificacion estructura. 2%

EL DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS

El termino desarrollo identifica toda aquella fase de investigacién por la que se
pretende establecer si el compuesto es eficaz y seguro para ser empleado en alguna
patologia. ?%

Las nuevas moléculas surgen de las modificaciones de los compuestos guia o
cabeza de serie, que pueden atribuirse, al menos en parte, al desarrollo en la Quimica
Organica durante las Gltimas décadas. En especial al desarrollo de nuevos métodos
sintéticos  estéreo  selectivos, procesos sintéticos automatizados, métodos
cromatograficos de elevada resolucion (tanto métodos de identificacion como
preparativos) y técnicas de analisis estructural (resonancia magnético nuclear,
espectroscopia de masas, infrarrojo, difraccion de rayos X, etc.), por otra parte, el
desarrollo de la Biologia Molecular y de la Ingenieria Genética ha permitido el estudio
de la relacion entre moléculas diana* y diversos compuestos.?

El desarrollo de un nuevo compuesto no sélo esta condicionado por lo antes
mencionado, sino también debe tener otros aspectos, entre los que destacan lo
econémico, el interés cientifico y la terapéutica que justifiquen el desarrollo de un
nuevo farmaco frente a otros farmacos ya existentes con la misma o parecida actividad
terapéutica, asi como la prioridad del proyecto dentro de una linea de investigacion. ®
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Si en el transcurso de la investigacion se esta en presencia de una serie de
compuestos nuevos, debe de hacerse una seleccion preliminar con el fin de distinguir
rapidamente los compuestos que cumplan con algunas de las caracteristicas requeridas y
los que no, y en el primer caso para determinar a que categoria de farmacos
corresponden.

El tiempo en que se realiza la investigacion y el desarrollo de un medicamento
nuevo varia en gran medida, pero la mayoria de las actividades que se llevan a cabo son
constantes.

El principio activo pasa por las siguientes etapas:

Estudio General

Modelaje Molecular

Sintesis Organica

Analisis Fisicoquimico

Actividad Farmacologica
Determinacion Farmacocinética y Toxicoldgica
Investigaciones Clinica (fase I,11,111y 1V)
Estudios de acondicionamiento

Registro Sanitario

Difusiéon y comercializacion
Farmacovigilancia %

De esta manera y de acuerdo con los antecedentes mencionados, 1os compuestos
sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la FES-Cuautitlan se encuentran
en la etapa de analisis fisicoquimico y actividad farmacoldgica.

Dentro de este trabajo se analizaran algunos de los compuestos que han presentado
actividad farmacol6gica semejante a otros principios activos utilizados para la
hipertension arterial y arritmias cardiacas.




Hipdtesis

HIPOTESIS

Si la potencia y versatilidad de la técnica de electroforesis capilar demuestra ser
una alternativa para la determinacion de las constantes de acidez, la metodologia
planteada arrojara valores de pKa’s muy similares a los obtenidos por la técnica
tradicionalmente utilizada como lo es la espectrofotometria de UV-Vis.

La metodologia empleada en la determinacion de los valores de pKa's para la
técnica de electroforesis capilar podria superar a la establecida para espectrofotometria
de UV-Vis, en cuanto al nivel de automatizacion, el tiempo de analisis, la flexibilidad,
la eficiencia, la resolucion en la separacion, la disminucion de disolventes y residuos y
por lo tanto de costos, ademas la pureza, concentracion y cantidad necesaria de analito
seran importantes para determinar ventajas y desventajas de ambas técnicas.




Obijetivos

OBJETIVOS

General:

Determinar las constantes de acidez de los compuestos piperidinicos derivados del
fenol de la serie LQM: 344, 345 y 351 con actividad antihipertensiva y
antiarritmica, para la obtencion de un parametro fisicoquimico de total relevancia
en la evaluacion de moléculas con actividad terapéutica, mediante la comparacion
de dos técnicas analiticas la Electroforesis Capilar y la Espectrofotometria de UV-
Vis.

Particulares:

Desarrollar un método analitico adecuado para una determinacion eficiente de las
constantes de acidez de diversos compuestos de la serie LQM 300°s mediante la
obtencion de la movilidad efectiva del analito a diferentes valores de pH, por la
técnica de Electroforesis Capilar.

Aplicar un método analitico para la determinacion de los coeficientes de
absortividad a través de barridos espectrofotométricos de los compuestos sometidos
a estudio, empleando la técnica de Espectrofotometria de UV-Vis.

Determinar las constantes de acidez a traves del analisis de regresion no lineal con
el programa SPSS, a partir de los valores de movilidad efectiva obtenidos por la
técnica de electroforesis capilar y de los coeficientes de absortividad por UV-Vis.

Comeparar los resultados de las constantes de acidez obtenidos por la técnica de
Electroforesis Capilar y Espectrofotometria de UV-Vis, para definir las ventajas y
desventajas en la eleccion de la técnica.

Definir la trascendencia de los valores de pKa obtenidos, para deducir su
comportamiento en un sistema bioldgico.

Obtener alternativas instrumentales para la determinacion de los parametros
fisicoquimicos de las nuevas moléculas sintetizadas en el Laboratorio de Quimica
Medicinal y colaborar en el desarrollo de nuevos principios activos para una
patologia de alta incidencia a nivel mundial.




Justificacion

JUSTIFICACION

La investigacion de nuevos compuestos en el Laboratorio de Quimica Medicinal
en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, pretende aportar nuevas alternativas
medicamentosas para patologias con un alto indice de incidencia tanto a nivel mundial
como nacional. La hipertension arterial es una de las patologias que contribuye con un
amplio porcentaje de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. En México, las
enfermedades cardiovasculares son la primera causa de fallecimientos, ya que sumado
al factor genético se encuentran los ambientales y los habitos alimenticios.

A través del desarrollo de la quimica medicinal en el &rea de sintesis e
identificacion, asi como los avances a nivel tecnoldgico, se ha logrado esclarecer la
interaccion de las diversas moléculas con su sitio de accion a nivel molecular, por
consiguiente estos avances son la plataforma para que el investigador realice
modificaciones a nivel estructural de las moléculas guia (disefio racional de
medicamentos), con la finalidad de generar nuevos compuestos que resulten mas
potentes, selectivos y menos toxicos en su accion terapéutica.

En los dltimos afios se ha considerado mas la correlacion entre la estructura
molecular y la reactividad quimica o las propiedades fisicas, y esta correlacion puede
referirse, a su vez, a su accion terapéutica. Es por ello que una de las etapas que abarca
el desarrollo de nuevos principios activos es la caracterizacién de sus propiedades
fisicoquimicas.

La velocidad con la que se sintetizan nuevos compuestos, ha causado un
incremento en la demanda de métodos analiticos con un alto nivel de automatizacion
para la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de manera eficiente; estas
propiedades tienen que ser rapidamente determinadas, muchas veces con pequefias
cantidades de materia disponible y un bajo nivel de pureza, para poder descartar
compuestos que no cumplen los requerimientos para una segura evaluacion.

La importancia de conocer las propiedades fisicoquimicas de un compuesto
reside en el conocimiento de la reactividad quimica, asi como la determinacién de su
comportamiento a nivel bioldgico, es decir el grado de ionizacion que presente en los
diversos compartimentos biol6gicos, y su afinidad por los lipidos de las membranas,
estos le proveeran de caracteristicas biofarmacéuticas que en una pertinente evaluacién
dara paso a los siguientes estudios clinicos para su desarrollo como nuevo
medicamento.

Por lo anterior, en el presente trabajo de tesis se determinara las constantes de
acidez de una serie de compuestos piperidinicos, a través de un relevante método
analitico para Electroforesis Capilar y un método tradicional como lo es la técnica de
UV-Vis, con la finalidad de obtener valores trascendentales para estudios posteriores
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HIPERTENSION

Existen diversos padecimientos que dia a dia van disminuyendo la calidad de vida
del ser humano, uno de estos, es la hipertension arterial. La hipertension se define como el
incremento sostenido de las cifras tensidnales diastolicas y sistélicas por encima de 90y
140 mm. Hg, respectivamente, resultando un aumento del tono del musculo liso de la
vasculatura periférica, lo cual lleva a un incremento en la resistencia arteriolar y reduce la
capacidad de las venas. ¢®

Esta patologia contribuye de manera significativa a las causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. @ En nuestro pais las enfermedades cardiovasculares son la
primera causa de fallecimientos (proximas al 50 % de todas las causas de muerte). En la
poblacion mexicana existen diversos factores que contribuyen a la mortalidad producida
por la hipertension, como son: los genéticos, la obesidad, el estrés, la inactividad fisica, la
ingesta excesiva de alcohol, tabaco y sodio. 8%

Aunque muchos de los individuos no tienen sintomas, la hipertensién crénica puede
llevar a la aterosclerosis hialina y coronaria, insuficiencia cardiaca congestiva, isquemia,
arritmias, infarto del miocardio, glomeruloesclerosis, insuficiencia renal y accidente
vascular cerebral. ¢18)

En la actualidad no existe un tratamiento curativo por lo que los principios activos
que actualmente se comercializan s6lo contribuyen a un tratamiento supresivo que debe
continuarse indefinidamente. Se ha tratado de desarrollar nuevos principios activos que
aporte beneficios sobre la terapéutica de esta patologia. %

Presion Arterial

La presion arterial (PA) es directamente proporcional al producto del flujo
sanguineo (gasto cardiaco, GC) por la resistencia vascular periférica (RVP), es decir
presion ejercida por la sangre sobre las paredes de las arterias.

PA= GC x RVP

Por lo tanto la presion arterial se incrementa cuando aumenta el gasto cardiaco o
cuando disminuye el diametro de los vasos sanguineos (principalmente en las arterias). El
gasto cardiaco es el producto de la frecuencia cardiaca (FC) y del volumen de sangre
bombeado con cada latido. 8 %)

La presion arterial en la circulacion sistémica, presion arterial media es alta y
constante, pero existen oscilaciones o pulsaciones, que reflejan la actividad pulsatil del
corazén; la expulsion de sangre durante la sistole y reposo durante la diastole, por lo tanto,
cada ciclo de pulsaciones en las arterias coincide con un ciclo cardiaco. La presién sistdlica
es la presidn arterial mas alta medida durante el ciclo cardiaco, referida a la presion de las
arterias después que la sangre es expulsada del ventriculo izquierdo. La presion diastélica
es la presion arterial mas baja medida durante un ciclo cardiaco y correspondiente a la
presion en las arterias cuando el ventriculo izquierdo no expulsa sangre.

10
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La presion arterial estd regulada dentro de un estrecho margen que le permite la
adecuada perfusion de los tejidos sin causar dafio al sistema vascular, en particular a la
capa intima de las arterias. Y%

Etiologia

La hipertension no es una patologia aislada, suele presentarse por una combinacion
de varias anormalidades, en la mayoria de los casos la causa permanece desconocida, a este
tipo de hipertension se le denomina esencial o primaria.

La hipertension secundaria es determinada por una patologia especifica como son:
vasoconstriccion arterial renal, coartacion de la aorta, feocromocitoma, enfermedad de
Cushing, aldosteronismo primario, glomerulonefritis, estenosis de la arteria renal,
sindrome de Liddle, estrés agudo, hipertiroidismo, y mixedema. 8-26¥27)

Antihipertensivos (terapia farmacolégica)

Los antihipertensivos pueden clasificarse segun sus sitios 0 mecanismos de accion:
teniendo en cuenta los cinco factores que rigen la presion arterial; fuerza de contraccién
cardiaca, volumen sanguineo, tono venomotor, regulacion arterial central y regulacién
periférica, en los siguientes grupos de farmacos; &2+

e Diuréticos:
= Diuréticos de asa
= Diuréticos tiazidicos
= Diuréticos ahorradores de potasio
e Bloqueadores del sistema nervioso simpatico:
= De receptores alfa
= De receptores beta
= De accion central
= Periféricos
Bloqueadores de los receptores de la angiotensina 1l (ARA I1).
Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA)
Inhibidores de la vasopeptidasa
Antagonistas del calcio
Vasodilatadores directos

Se encuentran en fase de investigacion clinica dos nuevos grupos: los
antagonistas de la endotelina ©

11
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ARRITMIAS

Las arritmias cardiacas son un problema frecuente en la practica clinica, ocurren
hasta en 25% de los pacientes tratados con digitalicos, en 50% de los anestesiados y mas
de 80% en los que sufren infarto agudo de miocardio.

Electrofisiologia

El impulso eléctrico desencadena una contraccion cardiaca normal, se origina a
intervalos regulares en el nodo sinoauricular, por lo general a una frecuencia de 60 a 100
pulsaciones por minuto. Este impulso se disemina con rapidez por las auriculas y entra al
nodo auriculoventricular, que normalmente es la Unica via de conduccion entre las
auriculas y los ventriculos. Esta conduccion a través del nodo auriculoventricular es lenta,
ya que requiere unos 0.15 seg. El impulso se propaga hasta el sistema de His-Purkinje y
llega a todas las partes de los ventriculos, comenzando con la superficie endotelial cercana
al apex y finalizando con la superficie epicardiaca en la base del corazon. La activacion
ventricular se completa en menos de 0.1 seg. ¢

Las arritmias consisten en despolarizaciones cardiacas que se desvian de la
descripcién anterior en uno 0 mas aspectos, es decir, existen una normalidad en el sitio de
origen del impulso, su frecuencia, su regularidad o su conduccion.

Etiologia

En mayoria de los casos es propiciada por: isquemia, hipoxia, acidosis o alcalosis,
anomalias electroliticas,® exposicion excesiva a las catecolaminas, influencias auténomas,
toxicidad de farmacos, sobre estiramiento de las fibras cardiacas y presencia de tejido
cicatrizal. Englobando son el resultado de: trastornos en la formacion de impulsos,
trastornos en la conduccién de impulsos, o ambos. ¢

Antiarritmicos especificos (terapia farmacoldgica)

El tratamiento farmacoldgico de las arritmias cardiacas tiene como objetivo
principal reducir los sintomas de las arritmias continuas, restaurar y mantener el ritmo
sinusal, asi como prevenir la ocurrencia o recurrencia de las arritmias sintomaticas.®®

La clasificacion mas popular de estos farmacos es la de Vaughan Williams que considera
cuatro clases: ¢#

Clase 1: su accién consiste en el bloqueo del canal de sodio.
Subdivide en 1A, 1B, 1C.
Clase 2: su accidn es simpaticolitica, actian bloqueando receptores - adrenergicos.
Clase 3: su accion se manifiesta por prolongacién de la DPA.
Clase 4: su accidn consiste en el bloqueo de la corriente de calcio.
Agentes antiarritmicos que no comparten las caracteristicas mencionada
*Un medicamento dado puede tener mltiples clases de accion.

5, (26,29-30)
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CONSTANTES DE ACIDEZ

Los conocimientos modernos de los &cidos y las bases parten de 1834, cuando el
fisico inglés Michael Faraday descubrié que acidos y bases eran electrolitos, ya que al
encontrarse disueltos en agua se disocian en particulas con carga, iones que pueden
conducir la corriente eléctrica.

En 1887 Arrhenius concluyo que la mejor definicion de &cido y base es: “los acidos
son compuestos que en disoluciones acuosa se disocian para producir iones hidronio y las
bases como sustancias que al ionizarse en agua produce iones hidroxilo”. La fuerza de un
acido se relacion6 con su capacidad para disociarse en agua. La ionizacion trae como
consecuencia la conductividad eléctrica, lo que proporciona un medio conveniente para
medir la fuerza de los acidos. ®*3°)

En 1923 Johannes Bronsted y Thomas Lowry propusieron una teoria acido-base o
teoria protdnica que se derivo del comportamiento de los iones hidrogeno. Definieron a un
acido como una sustancia que dona un proton (ion hidrogeno H*), y a una base como una
sustancia que acepta un proton. ©¢+39

Una teoria mas general es la desarrollada por Gilbert N. Lewis, en las interacciones
acidos-bases, los acidos son las sustancias capaces de aceptar electrones de las bases, las
que se caracterizan por poseer pares de electrones libres. Aungue esta teoria electrénica
tiene aplicaciones mas amplias, la teoria de Bronsted y Lowry resulta més adecuada para el
tratamiento de los equilibrios acido-base en Quimica Analitica.

Tanto los acidos como las bases débiles no se disocian del todo, es por esto que
debemos cuantificar el equilibrio de disociacion con un parametro que nos indique cuanto
esta desplazada la reaccion de disociacién, como lo es la constante Ka o constante de
disociacion para los 4cidos y Kb o constante de basicidad para las bases: ©¢* 3%

Equilibrios representativos:

+ —» TR A o —» +°
HA + H;0 — H;O"+A B + H,O - HB + OH
Ec.1ly 2
Constantes de equilibrio:
Keq = [H 30 [A] Keq = [HB] [OH]
[HA] [H20] [B] [H20]
Ec.3y 4

13
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En disoluciones diluidas, la concentracion de agua permanece constante y se puede
incluir en la Keq, quedando asi una nueva cantidad denominada constate de acidez, Ka o
Kb para las bases:

Ka= Keq [H20]= [H 30T [A] Kp= Keq [H20]= [HB] [OH]
[HA] [B]
Ec.5y 6

La fuerza de los &cidos se expresan normalmente usando valores de pKa en lugar de
valores de Ka, donde:

I pKa = - log Ka

Ec.7
La disociacion de los acidos y de las bases también pueden determinarse con otro

parametro: el grado de disociacion a. 4%

Las propiedades acido-base de los principios activos son de fundamental
importancia, para caracterizar la capacidad de ionizacion de las moléculas, ya que de este
parametro depende el paso a traves de membranas bioldgicas y por lo tanto su absorcion.

14
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ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis (elektro = electricidad y phorésis = accion de llevar) ® % Es una

técnica de separacion basada en la diferente velocidad de migracion de las especies
cargadas y no cargadas en el seno de una disolucion conductora o también referido como
electrolito soporte, a través del cual se aplica la accién de un campo eléctrico.® La
separacion, en consecuencia, se basa en las diferencias en la relacion carga-masa y
estructura entre los diferentes analitos presentes en la muestra,**? asi como de las

caracteristicas y parametros operativos del sistema.¢

32, 33)

El desarrollo de esta técnica se debe a la utilizacion de un nuevo soporte donde se

realiza la separacion: los capilares de silice fundida.

Las ventajas del uso de estos capilares son las siguientes:

Los capilares son de material con propiedades anticonvectivas, por lo que no es
necesario la utilizacion de gel como medio de soporte.

El pequefio didmetro interno de 10 - 200 um, de 100 — 400 um de diametro externo
y longitud de 40-100 cm que facilita la disipacion del calor generado por la
resistencia eléctrica (efecto Joule) del electrolito dentro del capilar.

Se pueden aplicar altos voltajes, por tanto, se consigue una reduccion del tiempo de
analisis y aumento de la eficiencia.

Se tiene la posibilidad de realizar la deteccion con una interfase o en linea con
detectores espectrofotométricos y electroquimicos.

Existen variaciones en cuanto al disefio de la ventana de deteccién.

Existen gran variedad de capilares con recubrimientos covalentes o polimeros
hidrofilicos.

Tienen tiempos prolongados de funcionamiento 6ptimo.

Provee separaciones muy eficientes en micro volimenes de disolucion de muestra
(0.1-10 nL) sin necesidad del sistema de bombeo a alta presion. )
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Aspectos Instrumentales

Esquema representativo de un instrumento de Electroforesis Capilar

Figura 2. Equipo comercial Beckman Coulter MDQ P/ACE.
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Componentes del instrumento de Electroforesis Capilar ¢ 11Y3%

Los componentes caracteristicos de los aparatos comerciales utilizados en electroforesis
capilar son:

e El capilar debe de disipar bien el calor, ser quimica y eléctricamente inertes, asi
como ionizables, transparentes al UV-VIS, flexibles, robustos y economicos. Los
capilares de silice fundida son los que mejor cumplen estas condiciones y por ello
son los mas ampliamente utilizados. Aunque también se pueden emplear otros
materiales como el pirex o el teflon. El capilar hace de puente de contacto entre el
catodo y el anodo cerrando el circuito eléctrico. Las dimensiones de un capilar de
silice fundida son 10 -200 um de diametro interno, de 100 - 400 um de diametro
externo y de 20 - 100 cm. de longitud que puede estar refrigerado por aire o
liguido. Los capilares son recubiertos (parte externa) con una pelicula de
poliamidas, para protegerlos de los dafios mecénicos y para aumentar su
flexibilidad y resistencia, una pequefia seccion del recubrimiento es eliminada para
hacer viable la deteccion en linea (ventana de deteccion).

e Los electrodos de platino (anodo y cétodo).

e Una fuente de poder de alto voltaje, capaz de generar hasta 30 kV., manejo de
polaridad positiva y negativa, asi como de controlar corrientes de hasta 300 pA.

e Bandejas para muestra y disoluciones amortiguadoras.

e Viales para muestra, electrolitos soporte y disolventes; son inertes y ofrecen varias
capacidades de volumen. En ellos se introducen los extremos del capilar para que
se llene con el medio electroforético que contienen, en el vial de entrada y salida se
encuentra sumergido el electrodo positivo (anodo) y el electrodo negativo (catodo)
respectivamente, los cuales estan conectados a la fuente de alto voltaje que
proporciona la energia necesaria para la electroforésis.

e Sistema de introduccion de la muestra en el capilar. Existen dos formas la
hidrodindmica y la electrocinética.

e Sistema de enfriamiento. Necesario para disipar el exceso de calor producido en
el capilar por el efecto Joule. Liquido refrigerante puede mantener la temperatura de
- 4a60°C.

e Sistema de deteccion. Permite determinar y cuantificar los diferentes componentes
de la muestra previamente separados. Los detectores se pueden situar en uno de los
extremos (fuera) o bien en el mismo capilar (en linea). Se clasifican en funcion de
la técnica, es decir, ptico, electroquimico, espectro o radiométrico.
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e Sistema de registro y procesamiento (Software) incluye una sofisticada interfase
grafica para simplificar la programacion, permitiendo introducir instrucciones,
variar parametros del sistema, interpretar las sefiales del detector, realizar célculos
y presentar los datos obtenidos en el analisis posterior a la separacién

electroforética.

Camara Sistema
de separacién de adquisicién
de datos
Capilar

I
|
l
&)
I
Depésito | Vialdela Depésito
del Bifer | muestra del Biifer

Fuente de poder

Figura 3. Componentes basicos del sistema de Electroforesis Capilar.
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Fundamentos de la separacion

Las moléculas en disolucion cargadas o no, poseen ciertas caracteristicas que al
aplicar un campo eléctrico se diferenciaran por la relacion existente entre su carga, masa y
estructura, es por ello que las particulas cargadas positivamente se desplacen hacia el
catodo las negativas hacia el anodo y las neutras son llevadas por la fuerza del electrolito
soporte a través de lo que se denomina flujo electroosmético. (EOF) @

La velocidad de migracién depende del equilibrio resultante de la fuerza impulsora
del campo eléctrico sobre los iones y de la fuerza de friccion que provoca cierto retardo
entre las moléculas que migran y el medio que las rodea.

Por lo tanto la velocidad de migracion de un iéon v (cm/s) sometido a la accién de
un campo eléctrico, es igual al producto de la intensidad del campo eléctrico E (V cm ™)
por la movilidad electroforética pe(m?V™'s™), esto es; 3132

| vE=wE E=VL |

Ec. 8

La separacion de las diferentes especies idnicas se realiza en funciéon de sus

distintas movilidades electroforéticas dentro de un capilar cuando se aplica una diferencia

de potencial entre los extremos del mismo. La movilidad electroforética () es una

constante que puede ser determinada a partir del coeficiente friccional a través de un medio
elegido. %3

ue = Fuerza eléctrica (Fe)
Fuerza friccional (Ff)

Ec.9

Siendo: la fuerza eléctrica

Fe=q E l
Donde q : es carga idnica
E : es la intensidad del campo eléctrico

Ec. 10
y para la ecuacion de Stokes aplicada a un ion esférico la fuerza friccional es:
Ff=6.7.np.r.v
Donde 7 : viscosidad
r : radio idnico o de Stokes
v : velocidad del ion
Ec. 11
Cuando se logra una velocidad constante, es decir, Fe = Ff:
g.E=6.7.7.r .. E
Ec. 12
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y por tanto

He= Q.
6. 7.9.r

Ec. 13

La p. depende a su vez de la carga del ion (), de su radio (r) y de la viscosidad
de la disolucion (n).

Con lo expuesto queda en evidencia que la velocidad con la que viaja un ion es
mayor cuanto mayor es su carga y menor su radio. Si el analito presente en la disolucion
se encuentra en diferentes formas en equilibrio dinamico (Ej.,debido a un equilibrio acido
— base), la movilidad electroforética es una combinacion de las movilidades de las posibles
especies (i) en equilibrio, considerando la fraccion molar (ai) de cada una de ellas.

,lle=2ni=o ai Ui

Ec. 14

No obstante la movilidad electroforética real no coincide con lo predicho por la
ecuacion 4 debido a la existencia del flujo electroosmoético o también denominado fuerza
electroendosmética (EOF). El EOF es el flujo de liquido en el interior del capilar
originado como consecuencia de aplicar un campo eléctrico que genera una doble capa
entre la disolucion y la pared del capilar (Figura 4). En el caso de capilares de silice fundida
esta superficie cargada es generada por la ionizacion de los grupos silanol. ®:10 ¥

Fuente de
= Poder
Detector
o
""Carga de los grupos o Q o Py
silanol
. ) L)

Vial
con
buffer

Figura 4. Representacion del EOF, producido al aplicar un campo eléctrico en los extremos del capilar
cuando se encuentra lleno con muestra y electrolito soporte.
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La superficie interna del capilar de silice, con cargas negativas atrae hacia si iones
positivos del electrolito soporte (capa de Gouy-Chapman). Los iones de la capa difusa
experimentan una fuerza paralela a la superficie y migran hacia el catodo al aplicar una
diferencia de potencial entre los extremos del capilar. Estos al estar solvatados, generan un

g}ovimiento global del flujo hacia el catodo. Este movimiento del flujo constituye el EOF.

En condiciones acuosas, la fase solida posee un exceso de cargas negativas, como
resultado de dos procesos fisicoquimicos. Uno es la ionizacion de la superficie (que es un
equilibrio &cido - base) grupos silanol (pKa 6) y otro es la adsorcién de especies idnicas
sobre la superficie del capilar, por lo tanto el flujo electroosmotico se encuentra altamente
controlado por los numerosos grupos SiO .

Figura 5. Carga de los grupos silanoles.

La movilidad del flujo electroosmoético (peor) Viene dada por la siguiente expresion:

Meof = Veof = _&  (
E 4ntn

Ec. 15
Donde 7 : es la viscosidad
e: constante dieléctrica de la disolucion
¢ : el potencial zeta

El potencial zeta es el potencial existente en el plano de separacién de ambas capas,
depende esencialmente de la naturaleza y cantidad de iones en la superficie interna del
capilar. Este potencial decrece de forma lineal dentro de la capa de Stern, y decrece
exponencialmente dentro de la capa difusa. Figura 6. ¢V

Pared del capilar con los grupos silanol disociados

? —4—Distancia (nm)
Capa Capa Capa Grosor
extern o difusa de la
(fija) doble capa
Stern

— SiOH == —Si0~ + H* (pka=6)

Figura 6. Formacién de la doble capa electroquimica que genera el EOF.
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El perfil del EOF es plano como consecuencia del grosor de la doble capa, la fuerza
conductora esta uniformemente distribuida a lo largo de todo el capilar. EI ensanchamiento
de banda debido a la transferencia de masa es minimo lo que permite obtener altas
resoluciones en la separacion. En los sistemas conducidos por presion hidrodinamica
(HPLC) el perfil del flujo es parabdlico, dando lugar a picos mas anchos, en la Figura 7 se
puede apreciar la diferencia existente entre HPLC y EC. Y3V

Figura 7. Perfil del flujo del disolvente en HPLC y CE.

El EOF puede controlarse de varias maneras: eliminado, suprimido e incluso
invertido, en funcion de las necesidades de la separacion. =V La existencia del EOF hace
que se modifique la velocidad total con la que los analitos se mueven a través del capilar
por lo tanto la ecuacién 8 se reescribe: %Y 1V

I V= (He £ Heot) E

Ec. 16

La relacion existente de la movilidad efectiva y la movilidad del flujo electro

osmético se denomina movilidad aparente (u,). Por lo que es necesario determinar la
movilidad efectiva y esto se logra con la siguiente ecuacion:

| per= Lt Ld (1/tm — 1/teo)
v

Ec. 17
Siendo Ld: la longitud al detector o efectiva.
Lt: la longitud total del capilar
tm: el tiempo de migracion del analito
teof: el tiempo de migracién del EOF
V: el voltaje aplicado

22




Generalidades

Si el EOF es mayor que las movilidades electroforéticas (uer) de los aniones, éstos
se pueden separar en una misma inyeccion junto a los cationes y las moléculas neutras
contenidas en la muestra. Todo ellos se mueven hacia el catodo, si la carga de la pared del
capilar es negativa (polaridad normal). Los cationes son atraidos electroforéticamente
hacia el polo negativo y a esta velocidad se le suma la del EOF, en el mismo sentido.
Como ya se menciono todas las moléculas neutras migran a la velocidad del EOF y por
altimo, los aniones migran con una velocidad igual a la diferencia entre la velocidad del
EOF vy sus velocidades electroforéticas hacia el anodo. La diferencia en los tiempos de
migracion dentro del grupo de los cationes o de los aniones viene dada por la diferencia en
sus movilidades electroforéticas. Aunque todos los analitos migran segln su carga, masa y
estructura dentro del capilar, la velocidad del flujo electroosmoético es normalmente
suficiente como para arrastrar a todas las especies, las cargadas positivamente, las neutras
y las cargadas negativamente hacia el mismo extremo del capilar, de tal modo que todas
ellas pueden detectarse al pasar por un punto en comtn. ©®

Figura 8. Vectores producidos por el EOF para los diferentes analitos.
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Descripcion de algunos aspectos instrumentales € Y3

Sistema de introduccién de la muestra

Las cantidades de muestra introducida en el equipo de CE son muy pequefias (del
orden de los nandlitros) significando una ventaja de la técnica cuando se dispone de poca
muestra. Los pequefios voliumenes de muestra analizados requieren de un sistema de
introduccién de la muestra, es muy diferente a los que se usan en otros métodos
cromatograficos basados en jeringas o bucles de inyeccidn, como lo son la introduccién
hidrodinamica y la electrocinética.

Introduccion hidrodinamica

Es la modalidad mas habitual, y se puede efectuar por la aplicacion de una presion
en el vial con muestra, realizando el vacio en el vial sin o con electrolito soporte o por
efecto sifon (gravedad), al elevar el vial de muestra respecto al vial del electrolito soporte
situado en el extremo contrario al de la introduccion de la muestra, como se observa en la
Figura 9. En esta modalidad el vial de entrada debe contener los analitos y el de salida un
vial con electrolito soporte.

Presiéon
Muestra Bifer
Muestra Bifer
Sinfoneo
Muestra Buifer

Figura 9. Modalidades de introduccidn hidrodindmica
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Inyeccidn electrocinética

En este modo de introduccién, el vial de muestra reemplaza al vial de entrada del
electrolito soporte, se aplica una diferencia de potencial entre los extremos del capilar, que
suele ser de 3 a 5 veces inferior al utilizado en la separacion, durante un tiempo
determinado. Los diferentes solutos se introducen en el capilar por el efecto conjunto de su
migracion electroforética y del EOF, por lo que cada analito sera introducido en distinta
cantidad en funcién de su movilidad electroforética. No se puede usar una muestra
previamente analizada por lo que es necesario remplazar la muestra en cada determinacion.

Electrocinética

D

Muestra Bifer

® 0

Figura 10. Introduccién electrocinética
Sistema de deteccion

La deteccion es un reto de la técnica, por el reducido didametro interno de los
capilares, la pequefia cantidad de muestra analizada y el hecho que la deteccion se realiza
en el mismo capilar obliga al uso de detectores sensibles y de respuesta rapida, como lo es
el detector UV-VIS con arreglo de diodos en linea como elemento fotosensible es el méas
usado debido a su universalidad, bajo costo, rapidez de medida y la gran cantidad de
informacion espectral que genera aunque también presenta el inconveniente de no ser muy
sensible.

En la tabla 1 se muestran algunas de las técnicas de deteccion utilizadas, incluyendo
algunas ventajas e inconvenientes. El tipo de detector dependera de los analitos a
determinar siempre que se pueda se escogera uno que proporcione la mayor sensibilidad a
todos los compuestos a analizar. ®¢¥ 19

Tabla 1. Detectores utilizados en Electroforesis Capilar.

Limite de deteccion
Detectores Comentario represent(astg\)/o (moles)
Universal.
Espectro Amplia informacién espectral con DAD. 10101
fotometria rango UV-VIS Produce espectros que ayudan a identificar analitos 1-1000
y su pureza ©.
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Tabla 1. Detectores utilizados en Electroforesis Capilar. (Continuacion)

Generalidades

Detectores

Comentario

Limite de deteccion
representativo (moles)
(5.6)

Interfase entre CE y MS complicada.
Precio muy elevado.

8x 107
Deteccion selectiva. 1-001
Fluorescencia Muy sensible.
Compuestos fluorescentes.
Se requiere fluor6foro o derivatizacion.
5x 10"
Ofrece tanto selectividad y sensibilidad 500 veces 1E-18
Fluorescencia inducida por laser || superior a un detector de ultravioleta.
(FIL) Longitud de onda, con disponibilidad limitada.
Requiere derivacion de la muestra.
Precio elevado.
7x 10"
Amperometria Altamente sensible y especifico. 0.1
Analitos con propiedades redox.
Necesario aislar el detector de la fuente de voltaje.
1x10™
Conductimetria Necesario aislar el detector de la fuente de voltaje. 100
Para pequefios iones inorganicos y acidos
carboxilicos.
1x 10"
Espectroscopia de masas (MS) Sensible y con informacién estructural. 1-0.01

Deteccién UV-VIS &1

El detector de UV-Vis es ampliamente usado, ya que existe gran cantidad de
analitos que poseen algun grupo croméforo que absorbe en el intervalo de longitudes de
onda entre 190 - 800 nm, en el caso de CE este tipo de detectores también puede ser
aplicado a compuestos no absorbentes haciendo uso de una deteccion indirecta. La
deteccion se realiza en el capilar, eliminando parte del recubrimiento de poliimida (a través
de calentamiento y ataque con acido). La dependencia de la absorbancia con el camino
optimo, segin la ley de Lambert-Beer, hace que la sensibilidad esté limitada como
consecuencia del pequefio camino oOptico que el capilar ofrece. Esto hace que el detector
tenga que ser cuidadosamente disefiado para enfocar la maxima luz en el capilar y asi
minimizar la luz dispersa que llega al monocromador.
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La utilizacion de un detector de diodos en linea (DAD) en lugar de la deteccion por
unica o multiple longitud de onda tiene muchas ventajas. La luz de la lampara de deuterio
es enfocada en el capilar por medio de un sistema de lentes y al pasar por el capilar es
difractada hacia un detector de diodos en linea, cada uno mide un cierto intervalo de
longitudes de onda. Las ventajas son: la visualizacion del espectro UV-Visible en todo
momento del andlisis, obtencion del electroferograma a cualquier longitud de onda en una
sola inyeccion, determinacion del maximo de absorbancia para todos los analitos, e
identificacion de compuestos y pureza del pico.

Figura 11. Detector de arreglo de diodos.

Deteccion directa. Es el modo de deteccion mas usado y consiste en separar analitos
absorbentes (con grupos cromdéforos) en un electrolito soporte poco absorbente. La
longitud de onda de referencia se coloca a longitudes donde el analito absorba pero no el
electrolito soporte.

Figura 12. Esquema de deteccion directa UV-Vis.

De esta manera, el paso del electrolito soporte por el detector da una sefial de cero
(blanco) y el paso del analito se registra con un incremento de absorbancia (pico positivo).

Deteccidn indirecta. Se emplea para determinar analitos no absorbentes. Para ello se hace
uso de un electrolito soporte que contenga algin compuesto croméforo. ElI caso maés
habitual es que el mismo electrolito soporte realice la funcidn absorbente. En este tipo de
fotometria, la longitud de onda de deteccion se coloca en el maximo de absorbancia del
electrolito soporte y la de referencia se coloca a alguna longitud de onda donde éste no
absorba. El paso del electrolito soporte por el detector provoca un sefial elevada y
constante que decae bruscamente cuando llega un analito a la zona de deteccién Fig. 13.
Obteniéndose asi picos negativos.
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Figura 13. Esquema de deteccién
indirecta UV-Vis.

Modos de separacion en CE ©¢©

La electroforesis capilar ofrece una gran versatilidad que se fundamenta en gran
parte en los diversos modos de operacion que la técnica ofrece. Estos modos son en su
mayoria facilmente accesibles cambiando la composicién del electrolito soporte o algunas
condiciones de separacion. Los modos de operacion y su criterio de separacion se
mencionan a continuacion:

e Electroforesis Capilar de Zonas (CZE)

e Cromatografia Micelar Electrocinética (MECK)
e Electrocromatografia Capilar (CEC)

o Electroforesis Capilar de Gel (CGE)

e Enfoque Isoeléctrico (CIEF)

e Isotacoforesis (CITP)

En el presente trabajo de tesis solo se mencionaran los fundamentos de la
separacion mas usada en la determinacion de constantes de acidez la electroforesis capilar
de zonas.

Electroforesis capilar de zonas (CZE)

La separacion ocurre porque los analitos migran en zonas discretas a diferente
velocidad. La separacion de compuestos anionicos son arrastrados hacia el detector
colocado en el catodo (polaridad directa). En el caso contrario, por ejemplo aniones de
dimensiones reducidas y muy cargados es necesario cambiar la polaridad del vial de
entrada y del vial de salida (trabajar con voltajes “negativos”) de tal manera que estos
aniones son detectados en el anodo (polaridad inversa). Los analitos neutros no migran y
por o tanto coeluyen con el EOF. Una separacion en CZE se lleva a cabo simplemente
rellenando el capilar con el electrolito adecuado, en esta técnica la composicion del
electrolito soporte es constante en toda la zona de separacion. ™
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Los electrolitos soporte mas comunmente utilizados en este tipo de fotometria se
enlistan en la Tabla 2. Todos ellos destacan por ser transparentes en la region del
ultravioleta de tal manera que la deteccion por debajo de los 200 nm es posible.®**

Tabla 2. Electrolitos utilizados habitualmente para Electroforesis Capilar de Zonas.

BGE pKa BGE pKa
Fosfato 2.12 (pKay) MOPS* 7.20
Citrato 3.06 (pKay) Tricina 8.20
Formiato 3.75 Bicina 8.30
Citrato 4.74 (pKay) HEPES* 7.50
Acetato 4.75 TRIS* 8.30
Citrato 5.90 (pKa,) CHES* 9.50

MES* 6.15 CAPSO* 9.60
Citrato 6.38 (pKas) Borato 9.24
Fosfato 7.21 (pKay) CAPS* 10.40
Fosfato 12.32 (pKa3_)

* MES &cido 2-N-morfolino—etanosulfénico

* MOPS é&cido 3-morfolinopropanosulfénico

* HEPES &cido 2-(4-(2-Hidroxietil)-1 piperazina)etanosulfonico
* TRIS tris(hidroximetil) amino metano

* CHES &cido 3-(ciclohexilamino) etanosulfénico

* CAPSO 4&cido 3-ciclohexilamino-2-hidroxi-1-propanosulfénico
* CAPS acido 3-ciclohexilamino-1-propanosulfénico

El pH del electrolito soporte es la clave de la separacion ya que determina el grado
de ionizacion y por lo tanto la movilidad relativa de los diferentes analitos. € 3%

En consecuencia, el electrolito soporte elegido debe reunir una serie de propiedades como:

e Capacidad reguladora para mantener el pH en el rango establecido.

e Baja absorbancia en la longitud de onda empleada para la deteccion de la muestra.

e La movilidad del electrolito soporte debe ser similar a las movilidades de los
analitos para evitar la electrodispersion.

e Baja movilidad electroforética debe de ser minima para disminuir el calor generado
por el efecto Joule (baja concentracion idnica).

e La movilidad del contraion ha de ser pequefia para minimizar la produccion de
calor y permitir la aplicacion de voltajes altos.

e Los componentes del electrolito soporte deben de generar una linea base baja y

estable para conseguir una buena relacion sefial/ruido, excepto en deteccion
indirecta.
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La magnitud del EOF es otro parametro clave en CZE y debe ser manipulado por el
usuario, es decir, puede ser controlado: disminuido, eliminado e incluso invertido.
Basicamente, el control requiere modificar la carga de la pared del capilar o la viscosidad
del electrolito soporte. ElI pH del electrolito soporte es el modo maés eficaz de variar la
velocidad del EOF pero hay que tener en cuanta que también afecta a la carga del analito y
por lo tanto a su movilidad, por lo que definitivamente el EOF debe de ser eficientemente

manipulado. &

Tabla 3. Parametros a través de los cuales se manipula el flujo electroosmotico (EOF).

VARIABLE

RESULTADO

OBSERVACIONES

Campo Eléctrico

Al incrementar el voltaje, aumenta la
eficiencia, resolucion, asi también el
efecto Joule.

Cambios proporcionales en el EOF

La constante dieléctrica y la
viscosidad: que son dependientes de la
temperatura, alteran la velocidad del
EOF

pH del electrolito soporte

Si el pH aumenta el EOF crece.

Método mas adecuado para variar el
EOF.

Se obtienen picos mas simétricos.

Reduce el tiempo de analisis.

Si el pH disminuye, el EOF decrece.

Se tiene que adicionar un disolvente
orgénico o un surfactante catiénico al
electrolito soporte.

Fuerza i6nica o Concentracién
del tampon

Un aumento de cualquiera de los dos
disminuye el EOF y el potencial
zeta.

Puede provocar aumento del efecto
Joule.

Fuerza idnica bajas podria provocar
adsorcion de la muestra.

Al incrementar  disminuye la

Facilidad de control debido a la

Temperatura viscosidad (2-3%/C) e incrementa el | automatizacion y termostatizacion.
EOF.
Se pude disminuir, anular, o invertir el
EOF, generalmente disminuye el EOF
Adicion  de  modificadores | Modifican el potencial zeta y la | y puede alterar la selectividad.
organicos viscosidad. Se adiciona al electrolito

soporte.

Evita la adsorcion de moléculas
cargadas positivamente y permite la
separacion de aniones
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Determinacion de constantes de acidez por Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar es una técnica que por las ventajas que ofrece con respecto
a otras, ha mostrado ser una alternativa instrumental para la determinacion de las
constantes de acidez. ¥

Lo conveniente de esta técnica con respecto a este tipo de determinaciones es:
e La cantidad de analito necesaria para la determinacion es minima, refiriéndonos a
nanolitros.
Se pueden analizar compuesto que no poseen alto grado de pureza.
Puede ser compuestos poco solubles pero con grupos croméforos.
Se pueden analizar varias sustancias de manera simultanea.
La automatizacion del método reduce el tiempo efectivo de trabajo del
experimentador .*?
e La serie de datos resultantes proporcionan gran informacion del caracter acido-
base de la molécula estudiada.

(14)

La determinacion se logra a través de los resultados obtenidos de la movilidad
efectiva, calculado a partir de los tiempos de migracion del analito con referencia al tiempo
de migracion del flujo electroosmético, tanto en sus formas idnicas como neutra a
diferentes valores de pH, manteniendo constante la fuerza ionica, la temperatura y una
serie de condiciones instrumentales. ##*©

Para la obtencion del valor de movilidad efectiva se utiliza la siguiente ecuacion 17.

pef=_LtLd (1/tm — 1/teo)
\

Los datos de movilidad efectiva son graficados en funcion del pH, los valores de
pKa’'s ?/ )alfa se obtienen al procesar los datos a un modelo matematico de regresion no
lineal. *2

La ionizacion de un compuesto es una funcion directa del pH, por lo que se calcula
a partir de una grafica de movilidad efectiva contra pH del electrolito soporte. Por lo tanto,
dependiendo del tipo de molécula a analizar (base o0 acido) se debe determinar el tipo de
disociacion que se lleve a cabo de tal manera que para un acido:

%4_ .
HA « H™ +A

Ec.18
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Ademas:

Ka' = yA yH*[H*][A]
[HA]

Ec.19

Donde K, : Constante de disociacion de un acido.
YA  : Coeficiente de actividad de la base conjugada A."
yH *: Coeficiente de actividad de ion hidronio H *.
[H *]: Concentracion molar de H ™.
[A] : Concentracion molar de A"
[HA] : Concentracion molar de HA.

Reescribiendo:

PK &' = pH - log YA - log [A]
[HA]

Ec. 20

El coeficiente de actividad de los iones en dilucion a 25 °C se estima de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

-logyA” = __ 05085z I
1+0.3281a VI

Ec. 21
Donde z: cargadel ion
a : didametro del ion hidratado medido en Angstroms
| : fuerza ionica de la disolucion del electrolito soporte

La fuerza idnica a su vez es calculada por medio de la siguiente formula

ENDrdil)
2

Ec. 22
Donde z: cargadelionl
| : concentracién molar de cada uno de los iones disueltos

A partir de las ecuaciones 2.0 y 2.1 se reinscribir

pKa =pH- log[A] + _ 0.50857° Al
[HA] 1+0.3281a\l

Ec. 23
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Entonces para realizar él calculo de pKa mediante las ecuaciones anteriores, es
necesario determinar la relacion [A')/[HA] en cada valor de pH, o mejor aun, determinar
[A] / [HA] como funciéon del pH y para esta funcion determinar el punto en el
que [A'] = [HA] debido a que en este punto pH = pKa demostrado mediante la formula de
Henderson Hasselback. ® &Y 39)

Para un acido

pH = pKa + log [A]

[HA]
Ec. 24
Para una base
pH = pKa + log [HB']
[B]
Ec. 25

La relacion [A] / [HA] si [A] = [HA] es igual a 1, entonces log 1 = 0, por lo tanto
las ecuaciones anteriores se reducen a la siguiente:

| pH = pKa |

Ec.26

En electroforesis capilar la relacién [A] = [HA] es medida a través de la movilidad
efectiva del analito con respecto al marcador del flujo eletroosmotico. Una vez obtenido el
grafico de movilidad efectiva en funcion del pH, se determina la movilidad de [A] a la

mitad de su valor maximo en la curva, ya que en este punto se cumple la relacion de [A] =

pH 12.00 A A (A

Comparacion electroforética.

pH 10.50 A A ™
pH 9.50 N\ (A

(A)

Movilidad efectiva

pH 8.00 A

pH (H+)

[HA].(?

Figura 14. Comportamiento electroforético de la relacidn existente entre [A]y [HA] en funcién del pH.
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Cuando un compuesto esta neutro la movilidad de éste es cero 0 muy cercana a
cero, en cambio para las moléculas iénicas es diferente, teniendo como movilidades
negativas a los aniones y como movilidades positivas a los cationes, de acuerdo a la
magnitud de la carga de los iones seran los valores de movilidad, esto esta representado
mediante la ecuacion general de la movilidad y por lo tanto se calculara con la ecuacién de

movilidad efectiva.

De aqui que la movilidad dependa de la carga del ién, si en cada pH se trabaja con

la misma viscosidad.
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Espectrofotometria

Actualmente los métodos espectrofotométricos de titulaciébn son ampliamente
utilizados para la obtencion de las constantes de disociacion, para compuestos solubles en
agua que tienen alta pureza o que tienen impurezas imperceptibles en la medicién
espectrofotométrica. La principal ventaja de estos metodos es la sensibilidad para
compuestos que tienen coeficientes de absorcion molar elevados.

La espectroscopia y los métodos espectrométricos hacen referencia a la medida de
la intensidad de la radiacion electromagnética mediante un detector fotoeléctrico o con otro
tipo de dispositivo electrénico.

La radiacion electromagnética se representa como un campo eléctrico y otro
magnético, con oscilaciones sinusoidales en un angulo recto de uno respecto al otro y a una
direccién de propagacion. ® Las ondas de luz estan constituidas por campos eléctricos y
magnéticos oscilantes, perpendiculares entre si. La longitud de onda A, es la distancia entre
la cresta y cresta de una onda. La frecuencia es el nimero de oscilaciones completas de la
onda por segundo. Representado en la Fig. 15 para un rayo de radiacion electromagnética
polarizada en un plano.

Fig. 15. Frecuencia de onda.

Campo eléctrico

+

Campo magnético

Campo eléctrico

Direccidn
de
propagacién ———— Tiempo o distancia ———M—»

@ (b)

Espectro de Absorcion UV-Vis

La region ultravioleta visible se define como la radiacion asociada a la absorcién en
un intervalo de 200 a 700 nm, para la region de ultravioleta corresponde una longitud de
onda de 200 a 400 nm y para la region visible la longitud de onda de 400 a 700 nm. “ Fig.
16. La absorcion de fotones en esta region del espectro electromagnético se debe a la
presencia de grupos funcionales de la molécula a los cuales se denomina croméforos. Este
tipo de grupos pueden ser desde un par de electrones de no enlace, hasta una serie de
dobles enlaces conjugados y varios grupos funcionales como el grupo carbonilo, nitro etc.
@ La absorcion de una sustancia depende directamente de la cantidad de grupos
absorbentes que presente el compuesto, por lo que a mayor cantidad de grupos la longitud
de onda a la que absorba el compuesto sera mayor. °
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Fig. 16. Division del espectro electromagnético y de la region del ultra violeta-visible.

Los fotones de energia que se emiten en la region del UV-Vis son capaces de hacer
que los electrones de una molécula puedan ser elevados a un nivel de energia mayor, para
que se pueda llevar a cabo la excitacion de electrones de valencia de los atomos es
necesario que el compuesto absorba un fotén. % Cuando una particula absorbe un fotén, la
energia de la particula se incrementa la particula se encuentra en un estado excitado y
cuando una particula emite un foton, su energia disminuye por lo que se encuentra en
estado de menor energia denominado estado basal o fundamental, como se muestra en la

Fig. 17. ©:40

Fig. 17. Niveles energéticos que explican la estructura de los espectros de absorcion y de emision
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Los espectros moleculares de UV-Vis se deben principalmente a cuatro tipos de
transiciones entre los niveles de energia. En la Tabla 4 se observan las principales
transiciones que se llevan a cabo en la espectrofotometria UV-Vis, las A a las cuales se
Ileva a cabo cada una de ellas y algunos ejemplos de grupos cromoforos

Tabla 4. Principales transiciones electronicas en espectrofotometria UV-Vis.

Tipo de Transicion Rango de Longitudes de onda A (nm) Ejemplos
c —» o~ menor a 200nm C-C, C-H.
n — o* 160-260 H,0, CH;0H, CH;Cl
T —» 1 200-500 C=C, C=0, C=N, C=C
n —» * 250-600 C=0, C=N, N=N, N=0O

La espectroscopia de absorcion se basa en la medida de la transmitancia (T) o de la
absorbancia (A) de disoluciones que se encuentran en celdas transparentes que tienen un
paso 6ptico (b) en cm. 9

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz de luz disminuye. La
potencia radiante (P) se evalla como energia por segundo por unidad de area del haz de
luz. La luz policromatica se hace pasar por un monocromador (un filtro de absorcion, una
rejilla de difraccién o un prisma para aislar una longitud de onda). Este rayo de luz
monocromatica de potencia radiante (Po) incide sobre una muestra de espesor (b) la
potencia radiante del haz emergente es (P), la muestra puede absorber una fraccion de la
luz, de manera que P< Po

La transmitancia (T) se define como la fraccidn de luz que traspasa la muestra, es la
manera en la que se mide la atenuacion de un haz luminoso basado en la comparacion entre
la intensidad de la radiacion transmitida:

T=_P
Po

Ec.. 27

Donde: T : transmitancia
P : intensidad de la radiacion que emerge
después de atravesar la disolucién que
contiene la especie absorbente.
Po : radiacion de la intensidad incidente

Ley de Lambert-Beer

Una magnitud mas util es la absorbancia, la cual esta definida por la ecuacion
conocida como ley de Lambert-Beer. Esta ley fue establecida gracias a los trabajos del
matematico francés Lambert y al fisico aleméan Beer, los cuales fundamentaron las bases
de la fotometria. La formula que describe el comportamiento de la absorbancia con
respecto a la concentracion del analito absorbente es la siguiente:
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[ AP =0

Ec.28

Donde A : absorbancia adimensional
¢ : coeficiente de absortividad de la especie
b : longitud del paso dptico
C : concentracion de la especie absorbente
A > una determinada longitud de onda

La ecuacion muestra la relacion de proporcionalidad de la absorbancia con la
concentracion del analito.

El llamado coeficiente de absortividad molar también es conocido como el
coeficiente de extincion y es especifico para cada compuesto quimico; donde la
absortividad es una constante de proporcionalidad independiente de la concentracion, del
paso de luz e intensidad de la radiacion, cabe mencionar que este coeficiente puede tomar
diferentes valores debido a que depende de la temperatura, disolvente, estructura molecular

y longitud de onda de la radiacién a la que se realicen las mediciones, las unidades de € se
determinan a partir del espesor de la celda y de la concentracion de la muestra.

Aditividad de las absorbancias

La ley de aditividad menciona que la absorbancia total es la suma de las
contribuciones de sustancias que absorben a cierta longitud de onda, como se determina en
la siguiente ecuacion:

Alr= 2" A

Ec. 29

Donde A’; = La absorbancia total a una
longitud experimental
X "i1 A% = Suma total de todas las
sustancias que absorben

Supongamos que tiene dos celdas del mismo espesor (b) que contiene en disolucion
dos sustancias diferentes por lo tanto cada una tiene una concentracion Cx y Cy.

Por otra parte si se supone que se tiene una Unica celda de espesor (b) conteniendo a
su vez las dos sustancias a las concentraciones respectivas Cx y Cy con luz
monocromatica. Lo que dice la ley de la aditividad que la absorbancia resultante de la
celda con ambas sustancias es igual a la suma de las Ax y Ay de las otras dos celdas, como
se muestra en la siguiente ecuacion:
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Alyy=-log Pyy_, A'x=-log Py y A%y =-log Py
PO Po PO

Ec..30
Por lo tanto

A= A+ A

Ec. 31

Por lo que la ley de la aditividad establece que independientemente de que los
analitos se encuentren solos 0 en mezcla, se tiene el mismo valor de absorbancia

Al aplicar la ley de Beer y aditividad se obtiene la siguiente ecuacion:

A= AX +Ay=b(8xcx +8yCy)

Ec. 32

La primera componente de la igualdad se conoce como ley de aditividad y la
segunda la ley de Beer para (X) y (). “

Valoraciones espectrofotométricas

En las valoraciones se miden los cambios de absorbancia de una disolucion durante
los cambios de pH. Estos cambios indican diferencias en la concentracion de alguna
especie absorbente. “® Posee la ventaja sobre muchos otros métodos, los datos
experimentales se toman lejos de la region del punto de equivalencia, asi las reacciones de
valoracion no necesitan constantes de equilibrio tan favorables, por esa misma razon
pueden valorarse soluciones relativamente diluidas. ¥ Con ellas es posible la
determinacion de sustancias no absorbentes, puesto que s6lo es necesario que absorba una
de estas especies: reactivo valorante, sustancia a valorar o producto de reaccion.

Determinacion de las constantes de acidez por UV-Vis.

La determinacion se basa en el espectro de absorcion, el cual es caracteristico de
moléculas organicas con grupos funcionales acidos o béasicos dependientes del pH del
medio.

Para la determinacion de la constante es necesario conocer el valor de pH y las
concentraciones (en sentido estricto de las actividades) de las formas acidas y basicas. La
relacion entre (AY) / (HA) puede determinarse espectrofotométricamente si se conocen las
correspondientes absortividades molares Eya Y Ea-, las cuales pueden obtenerse
desplazando el equilibrio virtualmente hacia la derecha o hacia la izquierda mediante la
adicion de un exceso de base y 4cido respectivamente.?
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Cuando (HA) = (A"), el valor del pKa = pH y este valor de pH corresponde a la
mitad de la curva de valoracion fotométrica, esto es, al 50% de la valoracion del &cido.
Este punto puede obtenerse representando graficamente la absorbancia a una determinada
longitud de onda frente al pH. En la Figura 18, representa el espectro de absorcion de un
indicador acido-base a distintos valores de pH. El punto donde se cruzan los espectros se
denomina punto isosbéstico, la presencia de un punto isosbéstico evidencia la presencia de
dos especies absorbentes. “V

Figura 18. Punto de isoabsorcion ubicado mediante la integracion de espectros de absorcion.
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0.1000000

0.0000000

Coeficiente de absortividad £ 392nm

El lado izquierdo de la gréafica representa los diferentes espectros de absorcion en
funcién del pH, al tomar la absorbancia a 392 nm se obtiene la curva de la derecha que
muestra la diferencia del cambio de su forma &cida en la parte inferior y su forma béasica en
la parte superior. La determinacion del pKa se realiza a través del punto de inflexion.

Interpretacion de puntos isosbésticos

La posicion de un equilibrio acido-base varia con el cambio del pH, una especie
absorbente HA se convierte en otra especie absorbente A" a medida que el pH se vuelve
mas basico segun:

HA —> H® +A
<+—

Ec. 18

40




Generalidades

La existencia de este equilibrio se corrobora experimentalmente mediante la
observacion de al menos un punto en el que toda la familia de espectros presenta un mismo
valor de absorbancia a una longitud de onda. A este punto, donde la absortividad molar de
cada especie es idéntica, se le denomina punto isosbéstico.

La aparicion de dos 0 mas puntos maximos de absorcion en un espectro, puede ser
el resultado de mas de una transicién electrénica de una especie pura o la existencia de mas
de una especie. “24°)

Métodos para la determinacion de pKa's

La espectrofotometria es uno de los métodos mas ampliamente usados, en el caso
de sistemas sencillos, es decir, los que involucran un solo equilibrio quimico, el
procesamiento de los datos puede ser suficientemente profundo aplicando los métodos
tradicionales, pero el caso de sistemas mas complicados, aquellos que involucran dos o
mas equilibrios quimicos, el tratamiento de los datos requiere la aplicacion de métodos
graficos mas desarrollados o bien de métodos computacionales.

En estos casos la molécula debe poseer grupos cromoforos cercanos a los grupos
ionizables de la molécula, asi como la capacidad de ser susceptibles a la influencia de la
ionizacion, para poder obtener espectros de absorcion lo suficientemente diferentes cuando
la molécula esta neutra y cuando esta ionizada. Entonces para la medicion del pKa por
medio de espectrofotometria es necesario realizar barridos, debido a que durante la
titulacion los espectros de absorcién cambian debido a que varia la cantidad de especie
neutra y de las especies ionizadas a lo largo del proceso, estos cambios son usualmente
identificados mediante la aplicacion de la primera derivada a los graficos de absorbancia
contra el cambio de pH de los sistemas, o bien con la superposicion de los espectros
individuales que presenta la molécula en cada pH.

Para llevar a cabo la determinacion de las constantes es necesario que el sistema se
encuentre en equilibrio o al menos en estado estacionario, que cumpla con las leyes ideales
de absorcion y de la estequiometria simple.

Al existir mas de un equilibrio representativo para determinar las constantes es
necesario recurrir a los métodos graficos que involucran funciones lineales desarrolladas a
partir de parametros fisicoquimicos tales como el coeficiente de absortividad molar y la
constante de equilibrio. “® Entre los métodos graficos tradicionales més usados se
encuentran el método de relaciones molares y el de variaciones contintas.

El método de relaciones molares consiste en determinar valores de absorbancia a
una longitud de onda para diferentes sistemas donde la fraccion molar de todos los
componentes, excepto uno, se mantiene constante mientras que la de este ultimo se hace
variar. La determinacion de la estequiometria de la reaccion de formacion se estima por el
cambio de pendiente en funcion de la absorbancia contra la fraccion mol y la constante de
equilibrio se estima de la desviacion de las absorbancias experimentales con respecto a la
absorbancia del caso limite.
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El método de variaciones contindas se mantiene constante la concentracion de las
especies a partir de estas se prepara una serie de disoluciones en la que la concentracién
total es constante, pero la relacion de concentraciones de las especies es variable, se mide
la absorbancia de cada uno de los sistemas de la serie a la longitud de onda 6ptima de
absorcion de complejo frente a la fraccion molar. En 1941 Vosburgh y Cooper
demostraron que este método se aplicaba a complejos de relacién molar superior. “©

Los métodos graficos presentan ciertas limitaciones como son la existencia de un
solo equilibrio representativo del sistema estudiado, ademas que la reaccion sea
cuantitativa y la estequiometria de la reaccion no sea muy complicada.

Por lo que se han desarrollado diversos modelos algebraicos expresados en funcion
de los coeficientes de absorcion de las diferentes especies involucradas y las constantes de
equilibrio cuya complejidad depende de cada una de las incognitas del sistema. Dichos
métodos permiten determinar indirectamente estas incognitas a partir de ecuaciones
lineales que de manera directa seria imposible conocer. Entonces si el modelo es
demasiado complicado se recurre a sistemas computacionales que mediante pruebas
estadisticas facilita el calculo de dichos parametros.

Programas computacionales

Actualmente se cuenta con métodos computacionales que superan las limitaciones
de los métodos gréficos. Estos métodos refinan las constantes de equilibrio en sistemas
multirreaccionantes y multicoponentes complicados. Los resultados son evaluados por
parametros estadisticos como desviacién estandar y suma de cuadrados. "

De acuerdo con la naturaleza de los datos espectrofotométricos los datos estan
divididos dentro de tres grupos:

e Programas para el tratamiento de curvas individuales, por ejemplo: A = f (pH),
curvas de relacion molar, etc. (MRLET, MRFIT).

e Programas para el tratamiento de un juego de espectros de absorbancia, por un
analisis de matrices de absorbancia. Estos programas permiten identificar un
modelo quimico que describa los datos experimentales de sistemas muy
complicados. (SQUAD algoritmo Gauss-Newton, FA608+EY608).

e Programas para el tratamiento de datos espectrofotométricos y potenciométricos
simultaneamente. (PSEQUA algoritmo Gauss-Newton, DALSFEK algoritmo
Marquardt). “®
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COMPUESTOS LQM’S ESTUDIADOS

Los compuestos que se analizarén en el presente estudio son los LQM’s; 344, 345
y 351 derivados del fenol, los datos reportados hasta el momento son los siguientes:

LOM 344

Estructura Quimica

Sintesis: p-Nitrofenol + formaldehido + piperidina
Nombre comdn: LQM 344

Nombre IUPAC: 4-nitro-2-(piperidin-1-ilmetil)fenol
Formula condensada: C1oH16N2O3

Peso molecular: 236.26704 g/mol

Caracteristicas fisicas: agujas color amarillo
Solubilidad: metanol, etanol.

LOM 345

Estructura Quimica

Sintesis: p-Nitrofenol + formaldehido + piperidina
Nombre comdn: LQM 345

Nombre IUPAC: 4-nitro-2,6-bis(piperidin-1-ilmetil)fenol
Formula condensada: C1gH27N303

Peso molecular: 333.4253 g/mol

Caracteristicas fisicas: agujas color amarillo

Solubilidad: metanol, etanol.
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LOM 351

Estructura Quimica

Sintesis: p-Isopropilfenol + formaldehido + piperidina
Nombre comdn: LQM 351

Nombre IUPAC: 4-isopropil-2,6-bis(piperidin-1-ilmetil)fenol
Formula condensada: C,1H34N>04

Peso molecular: 330.5075 g/mol

Caracteristicas fisicas: polvo color blanco

Solubilidad: metanol, etanol.
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Material, instrumentosy reactivos

Material

Barras magnéticas (Spinbar Round Pyrex)

Espatula

Filtros de policarbonato para membranas de 0.45 um (Milipore)
Matraces volumétricos de 5, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL (Pyrex)
Membranas de filtracion de tamafio de poro de 45 um Milipore)
Micropipetas de 10 - 100 pL, 100- 1000 pL (Brand)

Micropipetas de 1000- 10000 pL (Eppendorf)

Picetas

Pipetas volumétricas de 20 y 50 mL (Pyrex)

Propipetas (Pequannock NJ)

Viales de 2 mL con tapén (Beckman Coulter. Fullerton, CA, USA)
Viales de 500 pL. con tapon (Beckman Coulter. Fullerton, CA, USA)
Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 500 mL (Pyrex)

Instrumentos

Agitador magnético (Ika colorquid)

Balanza analitica (Santorius BP221S)

Capilar de silice fundida, longitud variable con un didmetro interno de 75 um y 375
um de didmetro externo (Beckman Coulter. Fullerton, CA, USA)

Equipo de socnicador de agua (Purelab Classic)

Espectrofotometro UV-Vis (Beckman Coulter. Fullerton, CA, USA)

Instrumento EC P/ACE MDQ con detector de UV-Vis de arreglo de diodos (Beckman
Coulter. Fullerton, CA, USA)

Parrilla eléctrica (Thermolyne)

Potenciometro (Beckman Coulter. Fullerton, CA, USA)

Refrigerador

Ultrasonido (LC30H Elma)

Reactivos

Acetona (Productos Quimicos Monterrey)

Acido acético (Productos Quimicos Monterrey)

Acido acético glacial (Productos Quimicos Monterrey)
Acido ortofosforico (Productos Quimicos Monterrey)
Acido clorhidrico (Productos Quimicos Monterrey)

Agua desionizada (Purelab Classic)

Buffer estandar pH 4, 7 y 10 (Beckam Coulter Inc)
Tetraborato de sodio decahidratado (JT Baker AS. de CV)
Fosfato de sdédio monobasico (Reactivos Quimicos Meyer)
Fosfato de sddio dibasico (Reactivos Quimicos Meyer)
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Reactivos

Fosfasto de sodio tribasico (Reactivos Quimicos Meyer)

Hidroxido de sddio (Productos Quimicos Monterrey)

Metanol grado analitico (Tecsiquim)

Refrigerante Flurinert ™ FC-77 (Beckman P/ACE ™ System 2000 Capillary Cartridge
Coolant)
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Desarrollo experimental

Preparacion de disoluciones y estdndares para Electroforesis Capilar.

Para la determinacion de las constantes de acidez por la técnica de electroforesis
capilar, se mantuvo fijo el valor de pH y la fuerza idnica del electrolito soporte. Esto se logrd
a través de la adicion de &cido clorhidrico o hidréxido de sodio (SV) respectivamente, asi
como la cantidad necesaria de NaCl (s).

Las disoluciones requeridas fueron:

Disolucién de Borato de sodio a 0.02 M para la titulacion.

Esta disolucion es una parte importante de la experimentacion, ya que de ella depende
el grado de precision con el que se establecera la fuerza ionica de cada uno de los electrolitos
soporte.

Se pesd con precision 770.4 mg de borato de sodio en un matraz erlenmeyer, se
adicion6 la cantidad suficiente de agua para ayudar a la solubilizacion, se sometio a
agitacion, ya solubilizado se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL, se enjuagoé el
matraz erlenmeyer con agua desionizada, este procedimiento se repitié varias veces, con
nuevas porciones de agua, sin que el volumen de agua se excediera a la marca de aforo del
matraz, se llevd a la marca de aforo con agua desionizada, se invirtio el matraz varias veces
para asegurar la homogeneizacion de la disolucidn, se vertié en un recipiente de polietileno y
se determino la concentracion a través de los célculos pertinentes.

Disolucién de Acido clorhidrico 0.1M

La preparacion de la disolucion de HCI, se realizd en una campana de extraccion, por
la volatilidad de este compuesto, se vertio en un vaso de precipitados una cantidad suficiente
de HCI concentrado, se tomaron 2.10 mL, se colocaron en un matraz volumétrico (250 mL)
que contiene cierta cantidad de agua desionizada, posteriormente se adiciond la cantidad de
agua suficiente para poder disolver mediante una suave agitacion, sin llevar a la marca de
aforo. Se retird de la campana de extraccion, se afiadié la Gltima porcion de agua hasta la
marca de aforo. Finalmente, manteniendo apretado el tapdn, se invirtio el matraz varias veces
para homogeneizar la disolucion, se depositd en un recipiente de polietileno. La
concentracion se obtuvo a través de la valoracion con la disolucién de tetraborato de sodio,
las valoraciones se realizaron mediante el uso de indicadores visuales, asi como
potenciométrico.
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Disolucion de Hidréxido de Sodio 0.1M

Se realiz6 la misma serie de pasos que para la disolucion de tetraborato de sodio
decahidratado anexando los siguientes. La pesada por diferencia, atil para reactivos
higroscopicos como el hidréxido de sodio, se pes6 primero el frasco cerrado que contiene al
reactivo seco después se vertié rapidamente una porcion del reactivo en un recipiente, se tapd
el frasco de origen y se pesé de nuevo, se determina la diferencia de masa del reactivo
tomado del frasco. La cantidad pesada fue de 1.010 g para 250 mL de disolucién, para la
determinacion de la concentracion se utilizd como reactivo valorante al HCI previamente
estandarizado.

Disoluciones estandar de LQM 344, 345y 351., para Electroforesis Capilar.

Se pes6 aproximadamente 0.01 g de LQM en un matraz volumétrico de 5 mL, se
adiciono la cantidad suficiente de metanol para su solubilizacion, se sometio a agitacion con
ayuda de un agitador magnético hasta completar la disolucion, se llevé a la marca de aforo
con metanol, se invirtid el matraz varias veces para asegurar la homogeneizacion de la
disolucion. Las disoluciones se vertieron en viales obscuros con tapas de rosquilla,
etiquetaron y se almacenan a una temperatura de 4 a 8° C.

Electrolitos soporte %

Los electrolitos soporte se prepararon dependiendo del pH a analizar, el rango
estudiado fue de 2.00 a 12.50 unidades de pH, para lo cual se establecio que el intervalo de
variacion seria de 0.3 unidades de pH, en la siguiente tabla se muestra el par acido — base
utilizado en los diferentes rangos de amortiguamiento de la serie de compuestos elegidos:

Tabla 5. Par acido-base de los electrolitos utilizados.

Rango de pH Par &cido/base pKa* Intervalo de
amortiguamiento*
2.00 - 3.50 H3PO4/H,PO, 2.12 1.5-3.00
3.50-5.70 CH;COOH/CH,CO0O 4.76 3.70-5.80
6.00 - 8.20 H,PO, /HPO,* 7.21 5.80 —8.20
8.20-10.70 H;BOs/H,BO3 9.50 8.00 - 10.60
| 10.9-12.00 HPO,*'PO,* 12.32 10.80 — 11.80
*(8,14)

Se realizaron los calculos necesarios para obtener la cantidad de compuesto requerido
para una concentracién de 20 mM, a través de una hoja de célculo de Excel Figura 19, en la
cual se registraron las cantidades pesadas y se obtuvo el valor de la concentracion real, asi
como, los mililitros adicionados de HCI o NaOH (SV) para obtener la cantidad de NaCl
requerida para mantener constante la fuerza ionica del sistema a 0.05M.
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Figura 19. Hoja de célculo utilizada para establecer la fuerza idnica experimental.

Establecida la cantidad requerida del par acido-base, se procedid a pesar con
exactitud en un vaso de precipitado, se adiciond la cantidad suficiente de agua para ayudar a
la solubilizacion, a la disolucion se le midio la concentracion de iones hidronio a través de un
potenciometro (previamente calibrado) obtenido el valor se ajustd el pH adicionando los
mililitros de HCI o NaOH segun los requerimientos, tomando en cuenta la relacion deseada
en la variacion de pH (0.3 unidades). Esta disolucion se mantuvo en agitacion hasta que no
presentara cambios bruscos en los valores de pH, ya estable se afiadio la cantidad de NaCl
dependiendo de los mililitros de HCl o NaOH previamente adicionados. Se someti6 a
agitacion para posteriormente medir el pH del sistema, se vertié en un matraz volumétrico de
50 mL, se adiciond la cantidad de agua necesaria para llevar a la marca de aforo, se
homogenizé la disolucion a través de la inversion del matraz en varias ocasiones, se filtro
utilizando una membrana de 0.45 um. (Milipore) ®, posteriormente se desgasificé por
socnicacion en un equipo de ultrasonido (ELMA ULTRASONIC LC 30H) por un lapso de 10
minutos y finalmente se volvio a medir el pH.

Cada una de los electrolitos soporte fue realizado conforme se avanzaba en la
experimentacion, de acuerdo al método establecido para la determinacién electroforética, con
la finalidad de que no existieran variaciones importantes, como es, el cambio de pH del
sistema. %
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Metodologia empleada para la determinacion de las constantes de
acidez por Electroforesis Capilar

Preparacion de la muestra

Cada compuesto se estudio por separado, para lo cual se tomaron 80 pL de disolucion
estdndar de LQM se vertieron en un vial que contenia 1 mL de electrolito soporte,
posteriormente se adiciond 20 pL de acetona (grado reactivo) como marcador del flujo
electroosmético ™.

Condiciones instrumentales

e El andlisis se efectud en un instrumento de electroforesis capilar EC P/ACE MDQ
(Beckman Coulter. Fullerton, CA, USA). Utilizando un detector de arreglo de diodos
y UV-Visible.

e Serealizé el barrido en un intervalo de 190 a 600 nm, se habilitaron dos longitudes de
onda fija a 200 y 260 nm en donde absorbe la acetona.

e El capilar utilizado fue de silice fundida, sus dimensiones fueron, 75 um de diametro
interno, 375 um de didmetro externo, con 60 cm de longitud total y 50 cm de
longitud al detector.

e Se aplico un voltaje de 20 kV.

e Se establecio la temperatura a 25 ° C. La temperatura ejerce un papel importante en
la determinacion de las constantes ya que la movilidad de los analitos y del FEO estan
relacionados con este parametro.

e El acondicionamiento de un capilar nuevo se efectud introduciendo HCI por 5 min,
agua por 10 min y para activar los grupos silanoles de la pared del capilar se
introduce NaOH durante 10 min.

o Al finalizar el analisis, el capilar debe lavarse con agua desionizada por un lapso de

10 min y 5 min con aire, para eliminar los liquidos residuales dentro del capilar y que
este quede seco.
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La metodologia experimental empleada para la determinacion de la movilidad aparente
de los compuestos fue la siguiente:

1. Para iniciar la metodologia para la separacion de una muestra fue necesario limpiar el
capilar y esto se logré a través del paso de agua, NaOH (0.1M), finalizando con agua
desionizada. Este se realizé al comenzar el andlisis, es decir antes de la primera corrida, con
la finalidad de obtener datos que entren dentro de los parametros estadisticos para este tipo
de analisis. ©*%

2. El acondicionamiento del capilar se logré con el electrolito soporte al hacerlo pasar a
través del capilar (constituye el medio de conduccion de la corriente eléctrica), con la
finalidad de que los grupos silanol de la pared del capilar queden o no ionizados. Se realizd
seguido del paso anterior y cuando se hizo un cambio de electrolito soporte.

3. Se introdujo la muestra de forma hidrodinamica.

4. Para la separacion, el capilar debia de estar en los viales que contenian el electrolito
soporte, en donde se aplico la diferencia de potencial, en el transcurso de la separacion los
compuestos migraron con relacién a su carga, masa y estructura hacia el extremo derecho del
capilar en donde se encuentra el detector, asi la acetona fue utilizada como marcador del flujo
electroosmotico.

5. La separacion tuvo lugar a lo largo del tiempo, para las sefiales establecidas en el sistema
estudiado se obtuvieron los electroferogramas, los tiempos de migracion del compuesto y del
marcador del flujo electroosmotico para su posterior analisis. Cada compuesto fue analizado
por triplicado a cada valor de pH.

Preparacion de disoluciones y estdndares para UV-Vis.
Disoluciones de estdndares de LQM 344, 345y 351.

Se pesO con precision 50 mg de LQM en un vaso de precipitado, se adicioné la
cantidad suficiente de metanol para solubilizar a través de la agitacion con ayudad de un
agitador magnético, esta disolucion se vertio en un matraz volumétrico de 25 mL, se llevé a
la marca de aforo con agua desionizada observando que no hubiera precipitacion, esta
disolucion se trasvaso en un recipiente de polietileno, se tap0, refrigerd para que no existieran
cambios bruscos en la concentracion del LQM.

La preparacion de las disoluciones para realizar la valoracion son las siguientes:
Disolucién &cida

Se vierten 5 mL de la disolucion estandar del analito a analizar en un matraz
volumétrico de 250 mL, asi como la cantidad necesaria de NaCl para mantener fija la fuerza

ionica, se lleva a la marca de aforo con el HCI (disolucién valorada), se almacena en un
recipiente de polietileno a una temperatura de 4 - 8° C.
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Disolucion bésica

Se vierten 5 mL de la disolucion estandar del analito en un matraz volumétrico de 250
mL, asi como la cantidad necesaria de NaCl para mantener fija la fuerza ionica, se lleva a la
marca de aforo con el NaOH (disolucion valorada), se almacena en un recipiente de
polietileno a una temperatura de 4 - 8° C.

Metodologia empleada para la determinacion de las
constantes de acidez técnica de UV-Vis

Condiciones instrumentales

e Se utilizd un espectrofotometro de UV-Visible DU-800 (Beckman Coulter), con
lampara de tusgteno y UV.

Se fijo la longitud de onda de analisis de 200 a 800 nm.

Se establecio como blanco agua desionizada.

El intervalo de variacion de fue de 0.30 unidades de pH.

La temperatura se mantuvo en un intervalo de 24.5 a 25.5° C.

Valoracion espectrofotométrica

1. Se monto el sistema, es decir, se coloco un vaso de precipitado de 250 mL de capacidad
sobre un agitador magnetico, dentro del vaso la barra magnética y el electrodo combinado
para la medicién de los cambios de pH, asi como la disolucion &cida o bésica a valorar.

2. Se calibré el espectrofotometro (Beckman Coulter) empleando agua desionizada como
blanco. Se realiz6 una metodologia para proceder al anélisis de las muestras de la valoracion
con relacion al software del equipo. Las lecturas de absorbancia se realizaron de 200-800 nm.

3. Antes de iniciar la valoracion se midi6 el pH de la disolucion &cida y bésica, se tomé una
muestra de 1.5 mL que se vertio en la celda del espectrofotdmetro, para la realizacion del
barrido, cada muestra fue analizada por triplicado.

4. Para la valoracion acido a base, se colocé 100 mL de la disolucion &cida en el sistema, se
comenzo la agitacion sin dejar de observar el valor de la temperatura, posteriormente se
adicionaron los mL necesarios de la disolucion bésica para obtener la variacién de pH
deseado, ya establecido el valor de pH se vertid la cantidad de 1.5 mL en la celda de cuarzo
del espectrofotdmetro y se realizé el barrido por triplicado.

5. Para la valoracion de la disolucién basica a acida la Unica variante es al inicio de la

titulacion; la disolucion contenida en el sistema es la basica y se adiciond la cantidad
necesaria de la disolucion acida para obtener el valor de pH requerido.
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Determinacion de las constantes de acidez por el programa ACD-Labs

La version utilizada del programa fue ACD/ChemSketch 13.00

La forma de obtener dichas constantes es, dibujar la estructura, establecer la
importancia de los grupos funcionales caracteristicos de la estructura, pedir el calculo de pKa
y autométicamente determinar los posibles valores.

Recordando que el programa tiene una limitante importante, ya que no es capaz de
predecir los valores de dichas constantes si el numero de 4&tomos excede a 25 unidades.

Figura 20. Hoja de procesamiento programa ACD/ChemSketch 12.01
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DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ POR LA
TECNICA DE ELECTROFORESIS CAPILAR.

Con lo que respecta al método de analisis para el equipo de Electroforesis Capilar,
se establecieron algunos parametros instrumentales obtenidos al realizar modificaciones en
cuanto al tiempo de lavado y acondicionamiento del capilar, introduccion de la muestra y
voltaje aplicado, con la finalidad de encontrar las condiciones Optimas para la
determinacion de los tiempos de migracion tanto de los compuestos estudiados como del
marcador del flujo electroosmotico. La determinacion de los pardmetros instrumentales fue
relevante para la obtencién de las movilidades electroforéticas y su posterior andlisis. La
tabla 6 muestra las condiciones a las cuales se realizd la determinacion.

Tabla 6. Método instrumental empleado en el equipo de electroforesis capilar.

Parametro Valores

5 min HCI.
Ciclo de lavado inicial (capilar nuevo) 10 min H,O desionizada.
10 min NaOH 0.1M.

3 min H,O desionizada.
Ciclo de lavado antes de cada seccion 10 min NaOH 0.1M.

2 min H,O desionizada.
10 min Electrolito soporte.

Ciclo de lavado entre muestras 5 min Electrolito soporte a 20 psi de presion.
Introduccion de la muestra Hidrodindmica 5 psi por 5 seg. Introduccion por el outlet.
Separacion 20 kV.
Polaridad Reversa
Repeticion 3 veces por cada valor de pH.
Remplaz6 del buffer Cada tres analisis.
Cambio de pH del electrolito soporte Acondicionar por un lapso de 10 min. con el buffer de corrida.
Al finalizar el método 10 min H,O desionizada.
5 min de aire.

El acondicionamiento entre las diferentes disoluciones amortiguadoras fue de 10
min, con el electrolito soporte a utilizar de tal manera que no existieran cambios bruscos en
la carga que le confiriera a la pared del capilar, se realizaron variando 0.3 unidades de pH
por debajo del pH anteriormente analizado. Entre la serie de repeticiones de una misma
muestra se realizé un lavado por un lapso de tiempo de dos minutos con la finalidad de que
no quedaran posibles remanente, asi como lograr obtener un valor de movilidad
reproducible.

La introduccion de la muestra se realizo del lado del detector ya que de esta manera se
redujo notablemente el tiempo de analisis, refiriéndonos al tiempo en el cual eluyen tanto
el analito como el marcador del flujo electroosmadtico.
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La concentracion de los analitos en el vial de muestra fue la siguiente

Tabla 7. Concentraciones de los LQM’s en la muestra a analizar.

LOM Concentracion final
(pg/mL)

344 145.45

345 145.45

351 28.57

La variacion con respecto a la concentracion del LQM 351 fue por la insolubilidad
que presentaba en medio basico, por lo que se tuvo que reajustar la manera de preparacion

de la muestra a analizar.

Los resultados de esta técnica son mostrados a través de la eleccion de canales a
cierta longitud de onda del espectro electromagnético, asi como un max plot que muestra el
espectro de absorcién de 200 a 600 nm en todo momento del analisis y un espectro en

tercera dimension.

Los espectros de absorcion muestran una longitud de onda de méxima absorcion
para cada analito, en la tabla 8 se muestran las longitudes de onda maxima a pH basico y

acido.

Tabla 8. Longitudes de onda maximas de los diferentes compuestos.

Longitud de onda Longitud de onda
LOM maxima de absorcion a maxima de absorcion a
pH acidos pH basicos
344 317 407
345 386 403
351 284 294
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Compuesto LQM 344

La determinacion de las constantes de acidez se logrd, a través de la evaluacion del
comportamiento electroforético de los compuestos con respecto al marcador del flujo
electroosmatico, es decir la acetona.

El comportamiento electroforético del compuesto LQM 344 se representd a través
de la evaluacién de los tiempos de migracién de los diversos electroferogramas obtenidos
a los diferentes valores de pH del electrolito soporte, la consecuente grafica muestra la
variacion existente entre la movilidad del compuesto y el tiempo de migracion de la
acetona, en todo el rango estudiado.

Gréfica 1. Comportamiento electroforético en funcion del pH de la disolucion electrolitica, LQM 344. La

pH 12.32

pH 11.91

pH 11.63

pH 11.11

/ \ pH9.13

/_/L pH 7.05

pH 6.72

(=]
—
S}

3 4 5 6 7

Minutes
estrella representa la movilidad aparente de la acetona.

En la grafica se puede observar la variacion existente entre las especies
predominantes en cada rango de pH estudiado, a valores de pH basicos que van desde
12.32 a 9.88 el compuesto se encuentra ionizado en su forma anidnica ya que migra
después de la acetona, en el rango de pH de 9.69 a 6.72 el compuesto no muestra carga por
lo que migra al mismo tiempo que la acetona y a valores por debajo de 6.22 se vuelve a
ionizar pero ahora en su forma cationica ya que el pico del LQM 344 migra antes que la
acetona.
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Capturados los tiempos de migracion tanto del compuesto como de la acetona se
procedié a calcular los valores de la movilidad efectiva sustituyendo los datos y
condiciones experimentales en la siguiente ecuacion:

pef = LtlLd (1/tm - 1/teof)
V1

Ec. 18.

Algunos de los valores experimentales que permanecieron constantes fueron, la
longitud total del capilar 60 cm, la longitud al detector 10 cm y el voltaje aplicado de 20
kV.

El calculo de la movilidad efectiva para cada valor de pH, se determin6 obteniendo
el valor promedio de los tres analisis realizados a una misma muestra. En el anexo A se
muestran los datos de la movilidad de cada compuesto, la movilidad de la acetona y los
parametros estadisticos determinados a los datos experimentales obtenidos.

La tabla 9 contiene los valores de movilidad efectiva para el compuesto LQM 344
con su correspondiente pH, asi como la gréfica resultante.

Tabla 9. Valores de movilidad efectiva (cm? V™'min™) en funcién del pH, LQM 344.

meef
0.0000000 0.0354807
0.0000000 0.0357178
0.0000000 0.0394851
0.0000000 [ 4200 0.0430671
0.0000000 0.0482478
0.0000000 0.0573735
0.0000000 0.0502997
0.0037968 0.0458571
0.0036300 0.0528715
0.0029997 0.0524909
0.0033418 0.0527004
0.0044113 0.0550812
0.0310469 0.0554506

meef
-0.0123823
-0.0090497
-0.0076258
-0.0036585
-0.0039625
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000

meef
-0.0533041
-0.0527890
-0.0512450
-0.0486501
-0.0419994
-0.0410761
-0.0337079
-0.0277024
-0.0218407
-0.0202919
-0.0157227
-0.0249431
-0.0188062
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Graéfica 2. Movilidad efectiva (cm? V'min™) experimental del LQM 344 en funcién del pH del electrolito
soporte.

meef en funcion del pH LQM 344

Por la forma en que se distribuyeron los datos se puede observar un par de
equilibrios acido-base, el primero en un rango de pH de 12.50 a 8.00 que muestra el
cambio del compuesto de su forma anidnica a su forma neutra y el segundo de 8.00 a 2.00
de su forma neutra a la catidnica, por lo que se comporta como un compuesto monobase-
monoécido.

Figura 21. Equilibrios representativos para el compuesto LQM 344

La técnica de Electroforesis Capilar muestra grandes ventajas para la prediccion de
los valores de pKa, ya que como técnica de separacion diferencia las especies presentes en
los diversos medios evaluados.

58




Resultados y discusion

La obtencion de las constantes se puede hacer a través del trazo de dos tangentes
paralelas a la curva simoidal, posteriormente unirlas y en la mitad de la recta que las une
tomar el valor en donde intercepta la curva, logrando determinar los valores de los pKa's
experimentales. Los datos obtenidos al realizar la medicion a través del trazo de tangentes
son pKal=520y pKa2=11.00

Para obtener datos de mayor confiabilidad en cuanto a la tendencia establecida en la
gréfica anterior se recurrié al analisis de regresién no lineal con modelos matematicos
definidos, usando diferentes parametros estadisticos. Para dicho fin se utiliz6 el programa
SPSS (version 5.0) mediante el cual se realizo el ajuste de los datos al modelo matematico
establecido para un compuesto con comportamiento monobéasico—-monoacido.

La representacion matematica para este tipo de equilibrio es:

meff = a1 x_(10P™? + @, x 107K x 107K
(10PH)? +10PKaLx 1077 +10PKal x 10PK@

Donde  a;: movilidad méxima del cation
o, : movilidad méxima del anion
pKa : la constante de acidez segun el subindice
pH : valor de pH experimental.

Ec. 33
Los resultados de movilidad efectiva fueron los siguientes.

Tabla 10. Valores de la movilidad efectiva (cm? V*min™) predichos por el programa SPSS en funcién del
pH, LQM 344,

meef *
0.0311958
0.0346238
0.0418277
0.0476345
0.0495906
00512175
0.0513935
0.0523195
0.0524641
0.0525646
0.0527229
0.0527907
0.0528453

*Datos calculados por el programa SPSS.
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Al trazar los valores determinados por el programa se obtuvo el siguiente grafico.

Gréfica 3. Movilidad efectiva (cm® V'min™) del LQM 344 calculada por el programa SPSS en funcién del

pH.

Curva de ajuste modelo no lineal LQM 344

0.06

0.04

® Valores calculados por SPSS

Y. _10.5 11.5 12.5

En el cual se observa la tendencia acido-base del compuesto LQM 344 a los
diferentes valores de pH del electrolito soporte. Las tablas 11 y 12 engloban los resultados
estadisticos que muestran la confiabilidad del método para la determinacion de las
constantes de acidez y los valores de alfa para este analito.

0.052882884

Tabla 11. Parametros estadisticos estimados por el programa SPSS, LQOM 344, EC.

+ 0,002202665

0.001095507

-0.055078585

+ 0,003864496

0.001922028

+ 0,114012323

0.056704641

+ 0,103706248

Tabla 12. Determinacion de ANOVA (a), LQM 344. EC.

Regresion

0.049575457

0.051578862

0.012393864

Residuales

0.000503375

1.0487E-05

Total sin corregir

0.050078833

Total corregido

0.049423558

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.990
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Grafica 4. Gréafica comparativa de los valores experimentales y los predichos (programa SPSS), LQM 344.

Comparacion entre los valores experimentales y los predichos LQM 344

0.08

0.06 -

0.04

& Valores experimentales
e=\/alores calculados por SPSS

®e s
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El método elegido es adecuado en un 99 % por lo que los valores de las constantes
de acidez y alfas son confiables, pero para verificar su trascendencia se compararon
posteriormente con los valores obtenidos a través de la metodologia empleada para la
técnica de UV-Vis.

61




Resultados y discusion

Compuesto LQM 345

El comportamiento del LQM 345 fue muy diferente al LQM 344 ya que es un
compuesto disustituido, por lo tanto se espera que existan tres valores de pKa, por ser un
compuesto dibasico-monoacido.

La integracion de los diferentes electroferogramas se muestra en la siguiente
grafica, la cual representa el comportamiento electroforético de un compuesto en su forma
anionica, neutra y cationica, pero la diferencia en la cantidad de especies se determinara
con la gréfica de la movilidad efectiva en funcién del pH del electrolito soporte.

Gréfica 5. Comportamiento electroforético en funcion del pH de la disolucion electrolitica, LQM 345. La

pH 12.32
pH 12.18

pH 10.10

pH 9.26

| |
| |

M\ * | prs2o |
| |
| |
|

pH 7.05

, H 3.60
- . : Nl pH265 |
8

0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11
Minutes

estrella representa la movilidad aparente de la acetona.

Las variacion existente entre las especies predominantes en cada rango de pH
estudiado fueron, a valores de pH basicos que van desde 12.32 a 11.34 el compuesto se
encuentra ionizado en su forma anidnica ya que migra después de la acetona, en el
intervalo de pH de 11.11 a 10.64 no presenta carga por lo que es neutro y a valores por
debajo de 10.33 se encuentra como cation.
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Obtenidos los datos de movilidad tanto del compuesto como de la acetona se
procedio a calcular los valores de la movilidad efectiva de la misma forma que se
realizaron para el LQM 344. (Ec 18) Los datos calculados se encuentran en la tabla 13, asi
como la grafica resultante.

Tabla 13. Valores de movilidad efectiva (cm? V*min™) en funcién del pH, LQM 345,

meef

0.0365728 0.0387020
0.0373381 0.0383678
0.0389310 0.0415894
0.0362084 0.0445458
0.0376541 0.0426999
0.0357928 0.0519043
0.0359034 0.0469801
0.0346169 | 294 0.0483879
0.0342989 0.0548918
0.0372427 0.0538568
0.0370724 0.0584348
0.0370810 0.0628993
0.0361435

meef
0.0048627
0.0216291
0.0186607
0.0233625
0.0279663
0.0347344
0.0327275
0.0323224
0.0349581
0.0361699
0.0350190
0.0363257
0.0366999

meef
-0.0372198
-0.0331292
-0.0338248
-0.0289360
-0.0214825
-0.0168541
-0.0059769
-0.0052055
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000

:

Gréfica 6. Movilidad efectiva experimental del LQM 345 en funcion del pH del electrolito soporte.

meef en funcion del pH LQM 345
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Por la forma en que se distribuyeron los datos se puede observar tres equilibrios
acido- base, el primero en un rango de pH de 12.32 a 10.84 que muestra el cambio del
compuesto de su forma anidnica a su forma neutra, el segundo de 10.84 a 7.35 de su forma

neutra a la cationica y de 7.35 a 2.00 el de la forma protonada a biprotonada, su
comportamiento es de un monoécido - dibase.

Los equilibrios representativos para este tipo de compuesto muestra la perdida del
hidrogeno del fenol y posteriormente la protonacion de los anillos piperidinicos.

Figura 22. Equilibrios representativos para el compuesto LQM 345.

“Sonele

Para el analisis de los datos por el programa SPSS se utilizé la ecuacién para un
compuesto monoacido-dibasico:

meff =o; x (10 P + g, x 107K x (10P™?2 + a3 x 10X x 10PKa2 x 1PK
(10-pH)3 +10-pKa1X (10 -pH)Z + 10-pKa1X 10-pK3.2 X 10-pH +1O-pKa1X 10-pK3.2 XlO-pKaB

Donde oz - movilidad posible de su forma bicatidnica.
o, : movilidad posible de su forma catidnica.
a3 : maxima movilidad del anion

pKa: la constante de acidez segun el subindice
pH: valor de pH experimental.

Ec.34
Los resultados y la grafica de movilidad efectiva (valores predichos por el
programa SPSS) en funcion del pH se muestran a continuacion.
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Tabla 14. Valores de la movilidad efectiva (cm® V*min™) predichos por el programa SPSS en funcién del

pH, LQM 345.

meef
-0.0369020
-0.0346190
-0.0342040
-0.0277300
-0.0199090
-0.0119310
-0.0063240
-0.0038800
-0.0023860
-0.0005120
0.0003104
0.0009252
0.0035943

meef
0.0102712
0.0155704
0.0205933
0.0243446
0.0277126
0.0310703
0.0339562
0.0345321
0.0356688
0.0359755
0.0361188
0.0364565
0.0364901

meef
0.0365225
0.0366031
0.0366383
0.0366446
0.0366692
0.0366844
0.0366946
0.0367089
0.0367223
0.0367529
0.0368248
0.0369793
0.0370726

0.0374499
0.0382026
0.0395485
0.0418344
0.0423262
0.0477855
0.0497132
0.0514920
0.0555231
0.0559876
0.0579980
0.0605125

Graéfica 7. Movilidad efectiva (cm? V™'min™) del LQM 345 calculada por el programa SPSS en funcién del

pH.

Curva de ajuste modelo no lineal LQM 345

B Valores calculados por SPSS

105 " s 12.5

En la gréafica se puede observar que el programa marca la existencia de la especie
neutra en un intervalo de pH muy corto, lo cual es congruente con lo mostrado en los
electroferogramas elegidos entre los valores de 11.11 a 10.64, en donde se encontrd la
transicion de la especie anidnica a la neutra y de la neutra a la cationica
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Los electroferogramas en tercera dimension ayudaron a determinar la existencia de
la forma neutra del compuesto, a través del espectro de absorcion tanto del compuesto
como de la acetona, en el intervalo de 11.29 a 10.66, a continuacion se detalla la transicion:

A pH 11.29; el espectro del compuesto se localiza después del espectro de la acetona, por
lo tanto el compuesto se encuentra en su forma anidnica.

A pH 10.75; el espectro del compuesto y de acetona se traslapd, por consiguiente el
compuesto se encuentra en su forma neutra.

CovazaratiProjects'Default tethods\ans'electralitosipH 10 YSLGEM 34500350 GM S:

100 1007
mall =0
a0
1]
1]
mal

nim goo O Mintes

A pH 10.66; el espectro del compuesto migro antes que el de la acetona, por lo que el
compuesto esta en su forma catidnica.
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En la comparacion grafica de los valores de movilidad efectiva experimentales y los
calculados por el programa, se observa que en el intervalo de pH de 10.88 a 10.75 el
compuesto permanece neutro.

Graéfica 8.Grafica comparativa de los valores experimentales y los predichos (programa SPSS), LQM 345.

Comparacion de valores experimentales y predichos LQM 345

0.08

La confiabilidad del método se muestra en la tabla 15y 16.

Tabla 15. Parametros estadisticos estimados por el programa SPSS, LQM 345. EC.

0.062615347 + 0,004974675 0.002469921
0.036682433 + 0,001093949 0.000543144
-0.046371705 + 0,007019852 0.003485348
+ 0,129625125 0.134472227
+ 0,11200474 0.055610224
+ 0,18118765 0.089959459

Tabla 16. Determinacion de ANOVA, LQM 345. EC.

Regresion 0.063245292 0.010540882

Residuales 0.000275809 6.12909E-06
Total sin corregir 0.063521101
Total corregido 0.032287455

R°=1- (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.991

Por lo que se puede establecer que el método es adecuado para la determinacién de
las constantes de acidez del compuesto disustituido, sin embargo para este compuesto los
valores no son suficientes para que se pudiera refinar el pKa 1 y 3, no obstante nos da una
idea del valor real.
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Compuesto LQM 351

El compuesto LQM 351 presentd dificultades para solubilizarse en el electrolito
soporte a valores de pH’s basicos, este fendmeno se observo al adicionar la cantidad de
estandar al vial que contenia el electrolito soporte (medio de transporte), por lo que fue
necesario replantear la manera de procesar la muestra antes de su introduccién.

Con la finalidad de determinar la solubilidad del analito se realizaron muestras con
las condiciones previamente establecidas y las realizadas con las modificaciones
pertinentes para la deteccion del analito y de la acetona.

Cabe mencionar que se analiz6 la muestra que presentaba turbidez, para corroborar
que el compuesto se encontraba en su forma neutra, al adicionar el marcador del flujo
electroosmatico y en ausencia de él.

La integracion de los diferentes electroferogramas se muestra en el siguiente
grafico, en el cual el compuesto siempre migra antes que la acetona.

pH 11.91
pH 11.63
pH 11.34

M pH 10.77
Nl pH 10.10
M pH 9.26
.
pH 8.91
.
pH 8.20
e
pH 7.35
4J\L
H 6.22
.

pH 4.58
%

pH 3.62

w pH 2.60

|
I\

05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40 45 50 55 60 65 7.0 7.5 80 85 9.0 9.5
Minutes

Gréfica 9. Comportamiento electroforético en funcion del pH de la disolucién electrolitica, LQM 351. El
asterisco representa a la acetona.
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La migracién del compuesto en todo el rango de pH estudiado determina que el
compuesto se encuentra en su forma cationica, a valores muy basicos el compuesto
precipitaba por lo que se encuentra no ionizado, por ese motivo es de suponerse que existe
un valor de pKa por arriba de pH 12 para el equilibrio representativo de la especie anidnica
a la neutra; el cual no fue posible determinar con las condiciones establecidas.

Obtenidos los tiempos de migracion del LQM 351 y de la acetona se procedio a
calcular los valores de la movilidad efectiva.

En la siguiente tabla se muestran los valores de movilidad efectiva con su
correspondiente pH, asi como la grafica resultante.

Tabla 17. Valores de movilidad efectiva (cm? V'min™) en funcién del pH, LQM 351.

meef meef

0.0000000 0.0345171 0.0498293
0.0000000 0.0356287 0.0517188
0.0000000 0.0354199 0.0546716
0.0000000 0.0362251 0.0570255
0.0000000 0.0362159 0.0575098
0.0000000 0.0365043 0.0576365
0.0000000 0.0385873 0.0580841
0.0000000 0.0464960 0.0534706
0.0320254 0.0484210 0.0662862
0.0345062 0.0495438

Grafica 10. Movilidad efectiva experimental del LQM 351 en funcion del pH del electrolito soporte.

meef en funcion del pH LQM 351

10.50 11.50
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De acuerdo con la grafica anterior, los datos representan probablemente dos
equilibrios acido - base, el primero entre los valores de pH de 10.10 a 7.73 de su forma

neutra a la protonada y el segundo equilibrio de pH 7.73 a 2.00 de su forma protonada a la
biprotonada.

Figura 23. Equilibrios representativos para el compuesto LQM 351.

Para este compuesto el andlisis de los datos a través del programa SPSS se
realizaron con el ajuste a un modelo matematico para una dibase ya que la parte acida no
es contemplada por la falta de valores representativos del equilibrio entre la especie neutra
y la aniodnica. Los resultados obtenidos se determinaron con la ecuacion 32:

meff =a; x (10 P2 + @, x 10P* x 10PH
(10P7)7 +101% x 10 P + 107 x 107K

Ec. 35

Los valores numericos calculados por el sistema asi como la representacion gréfica
se muestran a continuacion.
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Tabla 18. Valores de la movilidad efectiva (cm? VV'min™) predichos por el programa SPSS) en funcién del
pH, LQM 351.

meef

0.0000747 0.0343741 0.0513649
0.0001453 0.0347354 0.0536242
0.0014344 0.0350943 0.0550773
0.0023715 0.0360615 0.0562870
0.0037753 0.0365811 0.0565807
0.0055356 0.0366954 0.0566190
0.0077780 0.0373376 0.0566455
0.0118785 0.0381424 0.0566873
0.0190003 0.0389364 0.0566910
0.0276323 0.0433786 0.0567051
0.0299404 0.0466896

0.0311432 0.0502152

Gréfica 11. Movilidad efectiva (cm? V'min™) del LQM 351 calculada por el programa SPSS en funcién del
pH.

Curva de ajuste a un modelo no lineal LQM 351

0.06

*® 00

# Valores predichos por el
programa SPSS

9.50 10.50 11.50 12.50

La tendencia muestra los dos equilibrios existentes para sus formas cationicas, el
primero de pH 10.10 a 7.35 en el cual pasa de su forma neutra a la catidnica, y de pH 7.35
a 2.00 se observa el segundo equilibrio representativo de su forma protonada a
biprotonada.
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Los valores estadisticos calculados por el programa SPSS son los siguientes:

Tabla 19. Parametros estadisticos estimados por el programa SPSS, LQM 351. EC.

0.05529869

+ 0,003647485

0.00178341

0.03667162

+ 0,00382405

0.00186974

5.42234353

+0,607024999

0.29680041

El valor del pKa 3 para la especie neutra a la anionica no se calculo por la falta de datos.

8.94139031

+0,270375887

Tabla 20. Determinacion de ANOVA, LQM 351. EC.

Regresion

0.04848415

0.1321983

0.012121037

Residuales

0.00062895

2.16878E-05

Total sin corregir

0.04911309

Total corregido

0.01367028

R =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.954

El valor de correlacion para este compuesto muestra que la metodologia planteada
no es la mas adecuada para la determinacion de dichos pardmetros, por lo que seré
necesario establecer pruebas de solubilidad o cambios en los parametros instrumentales
que proporcionen una mayor confiabilidad de los valores estimados. Por lo antes expuesto
la metodologia planteada se puede aplicar a compuestos que presenten la transicion de
especies entre valores de pH 5.00 a 11.00, ya que la grafica muestra la posible tendencia de
los valores por arriba y por debajo del pH estudiado sin que esa tendencia arroje un

calculo inadecuado de dichos pardmetros.

Para finalizar se muestra la grafica comparativa de los valores experimentales y los
calculados por el programa SPSS.

72




Resultados y discusion

Griéfica 12. Grafica comparativa de los valores experimentales y los predichos (programa SPSS), LQM 351.

Comparacién de valores experimentales y predichos LQM 351

0.07

0.06
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0.05
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=—\/alores predichos por el programa
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8.50 9.50 10.50 11.50 12.50

Los valores tienen cierta discrepancia por 1o que es necesario que se sometan a
comparacion con los obtenidos por ACD-Labs y UV-Visible., ademés se evaluara la
modificacion realizada en la muestra a analizar a pH bésicos para el compuesto LQM 351,
por lo que es necesario corroborar que los valores de las constantes obtenidas pueden ser
trascendentales.
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DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ POR LA
TECNICA DE ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS.

La determinacion de los valores de las constantes se realizd a través de la
valoracion de los sistemas acido y béasico de las disoluciones de los analitos, en cada uno
de las variaciones de pH se realizaron tres barrido para asi sacar un valor medio de la
absorbancia mostrada a cierta longitud de onda, la integracién de los espectros obtenidos a
lo largo de cada una de las valoraciones define la transicion de las especies presentes.

El sistema se adecuo para que la muestra tomada fuera representativa a cada valor
de pH. Las condiciones establecidas fueron, el volumen de cada una de las disoluciones a
preparar, el volumen inicial del sistema a valorar, la cantidad adicionada de valorante, el
tiempo para esperar que el sistema llegara a un equilibrio, la temperatura, la velocidad de
agitacion asi como la alicuota vertida en la celda del espectrofotometro.

Los datos de absorbancia fueron procesados para la obtencion de los coeficientes de
extincion, tomando en consideracion la concentracion, la longitud del paso Optico y la
longitud de onda, asi como su analisis por el programa SPSS para la adecuacion del
modelo no lineal.

Los resultados para la determinacion de las constantes de acidez, asi como su
analisis estadistico, se encuentran en las tablas mostradas en el anexo B; para la cual se
realizaron tres barridos de una misma muestra en el rango de absorcién del ultra violeta —
visible.

En las siguientes graficas se observara la tendencia presentada a lo lago de cada un
de las valoraciones para los diferentes analitos, asi como el analisis estadistico obtenido a
través del programa SPSS, asi como, la comparacion entre los valores experimentales y los
calculados por el programa.
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COMPUESTO LQM 344

Los resultados mostrados a continuacion fueron emanados el mismo dia de la
preparacion de las disoluciones acida, basica y del estandar, con la finalidad de no tener
variacion en los valores de concentracion y fuerza idnica.

El valor promedio de la absorbancia de cada sistema se graficé en funcién de la
longitud de onda, obteniendo la siguiente grafica para la valoracion del sistema basico al
acido del compuesto LQM 344,

Gréfica 13. Espectros de absorcion de la valoracion del sistema basico al acido, LQM 344,

Absorbancia

La grafica muestra un punto de méaxima absorcion a los diferentes valores de pH
establecidos, este valor es transformado a traves de la ley de Lamber y Beer a coeficientes
de absortividad, sustituyendo los datos y condiciones experimentales en la ecuacion 26:

Donde

Ec. 26
¢ : coeficiente de absortividad de la especie
A : absorbancia adimensional
b : longitud del paso Optico
C : concentracion de la especie absorbente
A 2 una determinada longitud de onda
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La longitud de onda elegida para el célculo de los coeficientes de absortividad fue
la de 407 nm, los resultados de coeficiente de extincion en funcién del pH se muestran en
la curva que es representativa del equilibrio entre las diferentes especies.

Gréfica 14.Coeficiente de absortividad € (407 nm) en funcién del pH del sistema, valoracion de base a
acido LQM 344.

Comparacion entre los valores experimentales y los predichos,
valoracion de base a acido. LQM 344
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La grafica muestra el segundo equilibrio entre la especie anionica y la neutra, la
tendencia es favorable para el calculo del pKa 2, aunque a terminacion de la curva sugiere
que la valoracion se lleve a un exceso de disolucion basica para asi poder determinar la
existencia de la forma anidnica en un mayor porcentaje.

El valor del pKa 2 se obtuvo a través del programa SPSS con la adecuacion del
sistema no lineal, la sintaxis utilizada fue para un compuesto monobasico.

La representacion matematica para este tipo de equilibrio monobasico es:

Ecal=E; + E, x 10 ™"
10 -pKal +10 -pH

Donde  Ej: coeficiente de extincion de la especie anionica
E,. coeficiente de extincidn de la especie neutra
pKa: la constante de acidez segun el subindice

pH: valor de pH experimental.
Ec.37
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Los valores de € calculados por el programa se graficaron en funcion del pH, asi
como, los obtenidos experimentalmente. La comparacién existente se representa en el
siguiente grafico.

Grafica 15. Comparacion de los valores de € (407 nm), valoracion del sistema basico al acido LQM 344,

Comparacion entre los valores experimentales y los predichos,
valoracion de base a acido. LQM 344
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Los datos estadisticos obtenidos por el programa se muestran en las tablas 21 y 22.

Tabla 21. Parametros estadisticos, valoracion del sistema béasico al 4&cido. LQM 344, UV-Vis.

Parametro Estimacion | Intervalo de Confianza 95% | Error estandar

El 3781.32068 + 31.4368 15.0197943
E2 -741.162628 + 30.104153 14.3830902
10.852434 + 0.0586801 0.02803606

Tabla 22. Determinacién de ANOVA, valoracidn del sistema basico al acido. LQM 344. UV-Vis.

Fuente Suma de cuadrados Cuadrados medios
Regresion 240470551 80156850.3

Residuales 3617.44718 190.391957
Total sin corregir 240474168
Total corregido 1143256.41

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.997.

La valoracion del sistema acido al basico se muestra la gréfica 16, en donde se
integran los valores de absorcion en cada variacion de pH.
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Griéfica 16. Espectros de absorcidn de la valoracion del sistema acido al basico, LQM 345.

Valoracion del sistema acido al basico LQM 344
0.620
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0.320
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-0.080

Longitud de onda (nm)

La distribucion de los datos muestra dos puntos de isoabsorcién, en donde se llevan
las transiciones de las especies representativas del equilibrio estudiado. La aparicion de la
segunda longitud de méxima absorbancia se da a valores de pH &cidos.

La longitud de onda elegida para la determinacion de los coeficientes de absorcion
fue de 392 nm, ya que a esta longitud de onda existe una mayor variacion en la
absorbancia a cada valor de pH, lo cual facilita el calculo de los valores de las constantes
de disociacion.

La tendencia de los espectros muestra lo establecido por la técnica de electroforesis
capilar, ya que a valores de pH bésicos la determinacion comienza con un espectro de pico
de méaxima absorbancia a 406 nanometros, asi como el mostrado a valores de pH acidos,
para el cual su méxima absorbancia se establecio a 317 nanometros.

Los valores de absorbancia se procesaron para obtener los valores de los
coeficientes de absortividad, para asi realizar el calculo de los valores de las constantes
para las valoraciones realizadas de manera individual.

En la grafica 17 se representan los valores obtenidos al procesar los coeficientes

experimentales, de un modelo no lineal para adecuar la tendencia y deducir los valores de
las constantes.
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Graéfica 17.Coeficiente de absortividad € (392 nm) en funcion del pH del sistema, valoracion acido-base,
LQM 344,

2000 ———
) <o
© € experimental

1500 -

eficiente de absortividad € 392nm

La tendencia muestra la existencia del primer equilibrio &cido-base, a través del
cual se puede determinar el valor del pKa 1 de la especie neutra a la cationica, con el ajuste
a un sistema lineal para un compuesto monoacido.

La determinacién fue mas precisa para este valor de pKa ya que los extremos de la
grafica tienden a ser constantes y por lo tanto el célculo a través del programa es mas
certero.

La representacion matematica para este tipo de equilibrio monoacido es:

Ecal= E; + E, x 10 Pka
10 P 410 P

Donde Ej: coeficiente de extincién de la especie neutra
E,: coeficiente de extincion de la especie
cationica
pKa: la constante de acidez segun el subindice

pH: valor de pH experimental.
Ec. 38
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Resultados y discusion

En el siguiente grafico se integran los valores experimentales y los predichos por el
programa.

Gréfica 18. Comparacion de los valores de € (392), valoracidn del sistema acido al basico. LQM 344,

© € experimental

=g valores predichos por el
programa SPSS

eficiente de absortividad € 392nm

Los valores resultantes se registran en 1as tablas 23y 24:

Tabla 23. Parametros estadisticos, valoracion del sistema acido al basico. LQM 344, UV-Vis.

3164.51278 + 37.73711 18.6411908
101.545254 + 22.6145003 11.1709966
+ 0.0216086 0.01067411

Tabla 24. Determinaciéon de ANOVA, valoracién del sistema 4cido al basico. LQM 344. UV-Vis.

Regresion 125619988 41873329.2

Residuales 62972.3406 1657.16686
Total sin corregir 125682960
Total corregido 53184689.1

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.999

La integracion de las dos valoraciones da como resultado el grafico correspondiente
a un compuesto monoacido-mobasico, que corrobora las caracteristicas previamente
mostradas por la técnica de electroforesis capilar.
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Resultados y discusion

Gréfica 19. Curva de integracion de las dos valoraciones, LQM 344,

© £ experimentales

Coeficiente de absortividad €

Para determinar los valores de pKa's se recurri6 nuevamente al programa SPSS,
utilizando la sintaxis para un compuesto monoacido—monobasico; demostrando que la
metodologia empleada es adecuada para la determinacién de dichas constantes. La
comparacion grafica se observa a continuacion:

Grafica 20. Comparacion de los valores de € experimentales y los predichos (programa SPSS), LQM 344,

[ Valores experimentales de €

2000

e=====\/alores de € predichos por el programa SPSS

Coeficientes de absortividad €
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Resultados y discusion

Los valores de las pKa’s, asi como los datos estadisticos obtenidos por el programa
SPSS se engloba en la tabla 25 y 26.

Tabla 25. Parametros estadisticos para la integracion de las valoraciones, LQM 344. UV-Vis.

. . ., . Error
Parametro Estimacion Intervalo de Confianza 95% estandar
El 487008.734 + 4988853.43 2309260.23
E2 5713.00651 + 143.07414 66.2267251
E3 1.3090625 + 0.04600851 0.0212966
pKal 5.39419197 + 0.07723706 0.0357518
pKa2 10.601028 + 0.2949127 0.13651035

Tabla 26. Determinacién de ANOVA, para la integracion de las valoraciones. LQM 344. UV.-Vis.

Fuente Suma de cuadrados df Cuadrados medios
Regresion 583022272 5 116604454
Residuales 331809.118 13 25523.7783

Total sin corregir 583354081 18
Total corregido 76289622.7 17

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.996.

La tendencia es clara, por lo que solo restaria verificar y comparar los valores
determinados por ambas técnicas, asi como los valores al realizar el célculo con ayuda del
programa ACD-Labs.

Tabla 27. Resultados y diferencias de las constantes determinadas por las diferentes técnicas, LQM 344.
pKa 2

Determinacion pKal

5.1578 + 0.11 11.0204 + 0.10

Electroforesis Capilar

5.527 + 0.02
5.394+ 0.07

10.852 + 0.05

Ultravioleta Visible 10.601 + 0.29

6.13+0.16

ACD-Labs 846402

0.1684
0.4194

0.3692

A EC-UV 0.2362

0.603 2.392
A UV-ACD-Labs 0.736 2.141

Los resultados de la tabla anterior muestran que se aproxima a los valores obtenidos
por la técnica de electroforesis capilar y la espectrofotométrica es muy cercana, por lo
tanto la relacion existente entre las diversas metodologias empleadas logré una adecuada
determinacion de dichas constantes, con lo que respecta a la comparacion existente entre la
técnica espectrofotométrica y la computacional, existe una significativa diferencia, por lo
que el valor obtenido experimentalmente es de mayor relevancia por las limitaciones del
programa ACD-Labs.
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Resultados y discusion

LQM 345

El LQM 345 es una molécula bisustituida con dos piperidinas en las posiciones 2 y
6, por lo cual se espera que pierda un hidrégeno del grupo fenol y gane dos hidrégenos en
los ciclos nitrogenados.

La determinacion de las constantes de acidez para este compuesto, se realizd con
las dos valoraciones correspondientes de base a acido y de acido a base para la obtencién
de los valores de absorbancia para posteriormente realizar el calculo del coeficiente de
absortividad a través de la ecuacion 26, al sustituir los valores experimentales e
instrumentales; los resultados obtenidos se muestran en las siguientes graficas.

Se obtienen los datos promedio de la absorbancia en cada valor de pH, se grafican
para obtener el valor de la longitud de onda mas adecuada para realizar el calculo de los
coeficientes de absortividad, la siguiente valoracion es la del sistema basico al acido.

Gréfica 21. Espectros de absorcion de la valoracion del sistema basico al acido, LQM 345.

Absorbancia

Los espectros muestran el traslado del punto de méxima absorcién al decrecer el
valor de pH, para la obtencion de los coeficientes de absortividad se eligio la longitud de
onda de 425 nm.
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La determinacion del pKa se establecid con la valoracién del sistema basico al
acido, para el cual las especies representativas pudieran ser la neutra a la anidnica, es decir
la pérdida del proton del grupo fenol, o la ganancia de un protén en alguna de las piridinas.

Gréfica 22. Coeficiente de absortividad € (425 nm) en funcién del pH del sistema, valoracién de base a
acido. LQM 345.
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La tendencia muestra que el valor de pKa se encuentra por arriba de 10.8 para este
sistema. La integracion de los valores experimentales y los obtenidos a traves del analisis
por el programa se representan en la grafica 23.

Graéfica 23.Comparacion de los valores de € (425), valoracion del sistema basico al acido. LQM 345.
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Resultados y discusion

Los parametros estadisticos obtenidos para esta serie de datos se muestran en la
tabla 28 y 29, para el cual el método experimental resulté adecuado.

Tabla 28. Parametros estadisticos, valoracion del sistema bésico al 4cido. LQM 345. UV-Vis.

5670.22609 +495.28478 230.92496
2445.99974 + 222.86655 103.910825
11.1961985 +0.1859303 0.08668943

Tabla 29. Determinacién de ANOVA, valoracién del sistema basico al acido. LQM 345. UV-Vis.

Regresion 344964853 114988284
Residuales 1540810.37 110057.883
Total sin corregir 346505663
Total corregido 80319143.1

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.981

Para la valoraciéon del sistema &cido al béasico se eligié la longitud de onda de
méaxima absorcidn a 388 nm, se tomaron los valores de absorbancia y procedio a calcular
los coeficientes de absortividad.

Griéfica 24. Espectros de absorcion de la valoracion del sistema acido al basico, LQM 345.
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Grafica 25. Coeficiente de absortividad € (388 nm) en funcion del pH del sistema, valoracion de &cido-base.
LQM 345.

3000

= Valores experimentales de € (388)

Coeficientes de extincion & (388)

Para la obtencion de este valor se propuso la adicion de dos puntos mas al inicio de
la valoracion, para los cuales los valores del coeficiente tendieran a cero, con la finalidad
de que el programa lograra calcular con una mejor correlacién el valor de este pKa. La
adicion de ciertos valores nos muestra el grafico 26, asi como los valores predichos por el
programa.

Griéfica 26. Comparacion de los valores de € (388 nm), valoracién del sistema &cido al basico. LQM 345.

Coeficientes de extincion £ (388)
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Resultados y discusion

El analisis estadistico de los datos se muestra en la grafica 30 y 31.

Tabla 30. Parametros estadisticos, valoracion del sistema acido al basico. LQM 345. UV-Vis.

9237.07661 +312.96768 145.920188
-2195.85243 + 316.68468 147.653225
+0.03559847 0.01659767

Tabla 31. Determinacion de ANOVA, valoracion del sistema acido al basico. LQM 345. UV-Vis.

Regresion 718085672 239361891
Residuales 29685.8762 2120.41973
Total sin corregir 718115358
Total corregido 51295655.7

R° =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.999

La integracion de las dos valoraciones muestra los siguientes resultados para los
cuales los valores de las constantes difieren de los obtenidos al realizar el anélisis por
separado, en la grafica se observa la existencia de dos pendientes a través de las cuales se
calcularan los valores de los pKa's, por lo que es relevante definir correctamente que
pKa’'s se estan determinando ya que se trata de un compuesto bisustituido.

Gréfica 27. Curva de integracion de las dos valoraciones, LQM 345.
Comparacion de los valores experimentales y los predichos LQM 345
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Los valores se transcribieron a la hoja de célculo del programa SPSS en esta
ocasion se realizd la determinacion de los parametros a través de la ecuacion que
representa a un compuesto monoacido-dibasico, la integracion de los valores
experimentales y los estimados por el programa se muestran en la siguiente gréafica:
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Grafica 28. Comparacion de los valores de € experimentales y los predichos (programa SPSS). LQM 345.
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Los parametros estadisticos que determiné el programa se muestran en las tablas 32
y 33.

Tabla 32. Parametros estadisticos para la integracion de las valoraciones. LQM 345. UV-Vis.

3.3870505 +0.26969798 0.13004556
2388.99291 + 156.03566 75.2387717
1597461.65 + 731575.065 352757.878
+0.53487 0.25790875

+0.1611741 0.07771649

Regresion 1 -0.77618464 -0.06006959

Residuales -0.77618464 1 0.07739063
Total sin corregir -0.06006959 0.07739063 1

Total corregido -0.23646548 0.30465036 0.30810401

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.98
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Los resultados obtenidos a través de ambas técnicas, asi como los calculados por el
programa ACD-Labs se engloban en la tabla 34.

Tabla 34. Resultados y diferencias de las constantes determinadas por las diferentes técnicas,
LQM 345,

Electroforesis Capilar 3.064 + 0.12 10.006 + 0.11 11.725 + 0.18
1.895* +0.03 11.196* + 0.18
Ultravioleta Visible 2599+053 | T 11.170 + 0.16
ACD-Labs 6.85+0.5 8.36 + 0.2 9.56 + 0.5
1.895 0.529
A EC-UV 0465 0.555
4.955 1.636
A UV-ACD-Labs 2 R 1.610

Los resultados mostrados determinan que la metodologia empleada para la técnica
de electroforesis capilar con respecto a la de UV- Vis no establecen las mismas constantes,
ya que la técnica de electroforesis capilar logra la determinacién de la primera protonacion
no asi la técnica espectrofotométrica de UV-Vis, en la comparacion de esta ultima con
ACD-Labs los valores dejan de ser precisos ya que la limitante del programa es
fundamental para proveer valores confiables solo para moléculas con un numero menor a
25 4tomos en su estructura.
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LQM 351

Las constantes de acidez para este compuesto fueron determinadas teniendo
especial cuidado, ya que en la experimentacion para la técnica de electroforesis capilar se
presentd precipitacion del compuesto en el medio de disolucion por arriba de 9.50
unidades de pH.

La experimentacion se inicio con la valoracién del sistema acido al basico, con la
finalidad de observar la precipitacion del compuesto en el medio de disolucion del sistema,
la integracién de los barridos obtenidos a lo largo de la valoracién se grafican en la
siguiente representacion.

Gréfica 29. Espectros de absorcion de la valoracion del sistema acido al basico LQM 351.
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En la gréafica 23, muestra cuatro maximos de absorbancia, a las longitudes de 217,
241, 284 y 305 nanometros, ademas se elige la longitud a 305 nanometros por que existe
una variacion considerable en los valores de absorbancia a lo largo de la valoracion. Se
procedi6 a calcular los valores de los coeficientes de absortividad sustituyendo los
parametros instrumentales en la ecuacion 26, la grafica 28, resultante muestra una curva a
través de la cual se determinaron dos de los pka’s, esto al dividir la valoracion antes y
después del valor de 9.26 unidades de pH vy realizar la determinacion por el programa
SPSS.
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El siguiente grafico muestra todos los valores y el porque graficamente fue
adecuado realizar el analisis dividiendo la curva.

Gréfica 30. Coeficiente de absortividad € (305 nm) en funcion del pH del sistema, valoracion de acido a
base.

La siguiente representacion muestra que a valores entre 2 y 9 unidades de pH la
existencia del pKa representativo para la especie biprotonada a la protonada es clara,
ademas, que se corrobora lo obtenido por la técnica de electroforesis capilar.

Gréfica 31. Coeficiente de absortividad € (305 nm) en funcion del pH del sistema, valoracion de acido a
base, primera parte.
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Para lo cual se grafican los valores obtenidos a través de la experimentacion y la
adecuacion a traveés del programa SPSS.

Gréfica 32. Comparacion de los valores experimentales y los predichos por el programa, primera parte.
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Valores estadisticos calculados por el programa.

Tabla 35. Parametros estadisticos, valoracion del sistema acido al basico, primera parte. LQM 351.

Parametro Estimacion Intervalo de Confianza 95% | Error estandar
El 157.200702 +30.63984106 11.1638338
E2 4778.85829 + 41.66649989 15.1814409
pKal 5.73659697 +0.017857592 0.00807194

Tabla 36. Determinacion de ANOVA, valoracion del sistema cido al basico, primera parte. LQM
351.

Fuente \ Suma de cuadrados \ Cuadrados medios
Regresion 189244324 63081441.3
Residuales 9777.48605 752.114312
Total sin corregir 189254102
Total corregido 74641490.3

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) =1.00
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Para la valoracion en la zona bésica, se obtiene posiblemente el valor del pKa 3, la
determinacion estadistica arroja datos favorables para el manejo de los datos por separado,
es decir, antes y después del valor maximo del coeficiente de absortividad.

Gréfica 33. Coeficiente de absortividad € (305 nm) en funcion del pH del sistema, valoracién de &cido a
base asegunda parte, LQM 351.

Valoracion del sistema acido al basico, segunda parte, LQM 351.
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Griéfica 34. Comparacion de los valores experimentales y los predichos por el programa, segunda parte.

Comparacion de los valores experimentales los calculados
por el programa SPSS. LQM 351.
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Los valores estadisticos calculados por el programa SPSS se reportan en las tablas 37

Tabla 37. Parametros estadisticos, valoracion del sistema acido al basico, segunda parte. LQM 351.

Parametro Estimacion Intervalo de Confianza 95% | Error estandar

El 8688.00065 +92.4730794 73.3827212
E2 -5773.63616 +210.818308 179.866198 I
+0.079981539 0.04656863

pKal

Tabla 38. Determinacién de ANOVA, valoracion del sistema 4cido al bésico, segunda parte .LQM 351.

\ Suma de cuadrados \ Cuadrados medios
Regresion 422551162 140850387
Residuales 147106.914 10507.6367

Total sin corregir 422698269
Total corregido 27449873.4

R“ =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 0.995

Para la valoracioén del sistema basico al 4cido, se obtuvieron los valores
representados en el grafico 35.

Gréfica 35. Espectros de absorcion de la valoracion del sistema basico al acido, LQM 351.

Absorbancia
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Se eligio la longitud de 241 nm, para la realizacion del analisis, la tendencia de la
curva muestra que a valores por arriba de los 6.45 el valor de absorbancia comienza a
disminuir considerablemente debido a la precipitacion del compuesto, seguido de un
incremento que posiblemente ayude a discernir el valor del segundo pka.

Gréfica 36. Coeficiente de absortividad € (241 nm) en funcion del pH del sistema, valoracion de base a
acido LQM 351.
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El analisis se realizé por separado para una mejor adecuacion del programa.

Gréfica 37. Comparacion entre los valores experimentales y los predichos por programa SPSS, valoracion de
base a &cido primera parte LQM 351.
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Los valores resultantes al analizar los valores experimentales a través del programa
muestran la concordancia con los valores calculados para el valor del primer pKa.

Tabla 39. Pardmetros estadisticos, valoracion del sistema bésico al acido, primera parte.LQM 351.

Parametro Estimacion Intervalo de Confianza 95% | Error estandar

10465.0236 +161.05 62.6526653
-10112.3602 +164.41 63.9613254
+0.026 0.01026594

Tabla 40. Determinacion de ANOVA, valoracién del sistema basico al &cido, primera parte. LQM

351.
Fuente \ Suma de cuadrados \ df Cuadrados medios
Regresion 116046271 3 38682090.3
Residuales 7907.92378 5 1581.58476
Total sin corregir 116054179 8
Total corregido 80384400.1 7

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 1.00

Para el segundo pka los resultados son los siguientes.

Gréfica 38. Comparacion entre los valores experimentales y los predichos por programa SPSS, valoracion de
base a &cido segunda parte LQM 351.
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Los valores estadisticos se registraron en las tablas 41 y 42.

Tabla 41. Pardmetros estadisticos, valoracion del sistema basico al acido, segunda parte LQM 351.

Parametro Estimacion Intervalo de Confianza 95%  Error estandar

3808.91292 +212.899 49.4808697
5505.03884 +403.211 93.7122144
+0.202 0.04698819

Tabla 41. Parametros estadisticos, valoracion del sistema basico al &cido, segunda parte LQM 351.

Suma de cuadrados df Cuadrados medios
Regresion 196318052 65439350.5

Residuales 13694.4463 6847.22314
Total sin corregir 196331746
Total corregido 28487285.2

R?=1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) = 1.00

La ultima parte de la valoracion se muestra en la grafica 39.

Gréfica 39. Coeficiente de absortividad € (241 nm) en funcion del pH del sistema, valoracion de base a
acido, tercera parte LQM 351.
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Los parametros estadisticos calculados por el programa se engloban en las tablas 43 y 44.

Tabla 43. Parametros estadisticos, valoracion del sistema béasico al acido, tercera parte. LQM 351.

9207251.76 1.1989E+10
-9203965.07 1.1989E+10
16.4808786 576.069844

Tabla 44. Determinacién de ANOVA, valoracidn del sistema basico al &cido, tercera parte. LQM 351.

! Regresion 94832508.7 3 31610836.2 !

Residuales 194942.879 194942.879
Total sin corregir 95027451.6
Total corregido 6084460.19

R? =1 - (Suma de cuadrados residuales) / (Suma de cuadrados corregidos) =0.968

Por lo antes mostrado los valores obtenidos para el pka 1 y 3 se tomaron de la
valoracion del sistema acido al basico y para el pka 2 se tomo de la valoracién del sistema
béasico al &cido, por la adecuacién que mostrd el programa SPSS.

Los resultados obtenidos en las diferentes técnicas se engloban en la tabla 45.

Tabla 45. Resultados y diferencias en cuanto a las constantes determinadas para el compuesto LQM 351.

Determinacion

Electroforesis Capilar 5.422 + 0.60 8.941 + 0.27

5.736 + 0.017 11.510 +0.079

Ultravioleta Visible 9.879 +0.202

10.61+ 0.5

ACD-Labs 6.66 +0.2 9.02 +0.2

AEC-UV1 0.314 0.938

A UV-ACD-Labs 0.924 0.859

En base a los resultados se determina que la metodologia empleada para la técnica
de electroforesis capilar con respecto a la de UV-Vis no son reproducibles, la técnica de
electroforesis capilar solo ayudo a la determinacion de dos de las constantes mientras que a
través de la técnica de UV-Vis se logr6 determinar los tres valores de pKa's, por lo tanto,
las técnicas pueden complementarse para la obtencion de los valores de pKa's para
compuestos bisustuidos.
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‘Tabla 40. Resultados de las constantes de acidez determinados por las diversa técnicas.

Resultados y discusion

Determinacion

Compuesto Estructura Electroforesis Capilar Ultravioleta Visible ACD-Labs
OH
N pKa 1= 5.527 * + 0.02
LOM 344 pKal= 5.1578 + 0.11 pKa 2= 10.852* + 0.05 pKa 1=6.13 + 0.16
pKa 2= 11.0204 + 0.10 pKa 1= 5.394 +0.07 pKa 2=8.46 + 0.2
pKa 2=10.601 +0.29
NO,
OH
pKa 1= 1.895* + 0.03
N N pKal= 3.064 + 0.12 pKa 2=11.196* + 0.18 pKa 1=6.85 + 0.5
LQM 345 pKa 2= 10.006 + 0.11 pKa 2=8.36 + 0.2
pKa 3= 11.725 + 0.18 pKa 1= 2599 + 0.53 pKa 3=9.56 + 0.5
o, pKa 2= 11.170 + 0.16
O O BEZ %; g'gﬁ - 8'33 pKa 1= 5.736+ 0.017 pKa 1=6.66 + 0.2
LQOM 351 o pKa 2= 9.879+ 0.202 pKa2=9.02 +0.2

pKa 3= No determino

pKa 3=11.510 +0.079

pKa 3=10.61+ 0.5

*Determinacion realizada en las valoraciones acido-base de manera individual.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El desarrollo del método analitico para la determinacion de las constantes de acidez por
la técnica de electroforesis capilar se estableci6 a través de las siguientes
particularidades:

El valor 6ptimo de las variables instrumentales del método se eligié respecto a la
sefial del compuesto sometido a estudio y del marcador del flujo
electroosmotico.

El equipo cuenta con un sistema de deteccidn espectrofotométrico, de tal modo
que los analitos fueron detectados de manera directa ya que presentan absorcion
en la region ultravioleta-visible.

La determinacion de la longitud del capilar no fue de gran relevancia al
modificar la manera de introducir la muestra, ya que se puede realizar por ambos
extremos del capilar y por lo tanto se consigue trabajar de forma bidireccional.
La introduccion se realizd en el extremo mas cercano al detector lo cual
disminuyd notablemente el tiempo de andlisis.

La corriente que generd la fuerza ionica del sistema o electrolito soporte mas la
cantidad de cloruro de sodio, vario entre 80 y 100 pA, con lo que constatamos
que las velocidades electroforéticas y electroosmdticas no se modificaron
drasticamente por esta variable y ademas se verificd que el capilar presentara las
mismas condiciones de trabajo en el transcurso del analisis.

El ciclo de lavado se establecio al introducir un blanco después de cada corrida,
logrando asi identificar interferencias y/o contaminantes, asi como, el adecuado
acondicionamiento del capilar a los diferentes valores de pH analizados.

Las caracteristicas de los electrolitos soporte: pH, capacidad reguladora, fuerza
i6nica, fueron decisivas en la determinacion electroforética de cada analito, por
lo que se realizaron el dia en el cual se analizarian.

Se logr6 aplicar un método para la determinacién del comportamiento &cido-base a
través de espectrofotometria de UV-Vis.

La metodologia planteada para la determinacion de pKa's arroja resultados
favorables, ya que se logré montar el sistema de manera adecuada y tener la
habilidad suficiente para realizar la valoracidn de los diferentes sistemas.

100




Conclusiones

Se logré calcular el valor de las diferentes constantes de acidez de cada compuesto a
través del analisis de regresion no lineal, utilizando el programa SPSS version 13.0. Ver
tabla 40 pp.99.

e EIl manejo de los datos se realizo6 eligiendo los valores de la movilidad efectiva
en funcién del pH en los diversos electroferogramas para la técnica de
electroforesis capilar, asi como los valores en el punto de absorcién maxima en
funcién del pH para la técnica de UV-Vis.

Se determind la capacidad y limitaciones de cada una de las técnicas con relacion a los
valores obtenidos.

La comparacion entre las técnicas nos conlleva a que la determinacion por EC presenta
enormes ventajas, permite separaciones rapidas y eficientes de componentes cargados y
neutros que se encuentren presentes en concentraciones muy pequefias, no importando
la pureza de la muestra, ademas se distinguen por un bajo costo derivado de los
requerimientos de reactivos, por consiguiente abaratamiento del andlisis, sobre todo de
andlisis en los que se tiene que determinar las constantes de pKa’'s de moléculas que
podrian ser posibles principios activos. Estas caracteristicas, sumadas a la propiedad de
ser una técnica facilmente automatizable en las distintas etapas del proceso de
separacion, hacen de la E.C. especialmente atractiva para la determinacion de dichos
parametros fisicoquimicos.

Sin embargo no hay que dejar de lado la utilidad para llegar a un resultado confiable,
los datos obtenidos por la técnica de UV-Vis ya que la comparacion ayudo a corroborar
lo determinado por la técnica de electroforesis capilar, ademas de fijar algunas de las
limitaciones de ambas técnicas.

La trascendencia en la obtencion de dichos valores de pKa radica en la forma en la cual
el organismo va a absorber estos posibles principios activos, por tal motivo los
compartimentos bioldgicos presentan diversos valores de pH con dependencia al fluido
bioldgico presente, dos de los compuestos analizados en este trabajo de tesis, se pueden
encontrar ionizados en los compartimentos donde se da una absorcion inmediata, por lo
que no es adecuado administrarlos por estas vias, no obstante, dependiendo de la
efectividad terapéutica se puede adecuar su absorcion a través del disefio farmacéutico.

El desarrollo de métodos alternativos para la determinacion de las constantes de acidez
es de suma importancia para el Laboratorio de Quimica Medicinal, ya que la
determinacion de las propiedades fisicoquimicas de nuevas moléculas con actividad
terapéutica nos ayuda a discernir cuales pueden llegar a tener expectativas para su
aprobacién como principios activos.
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Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 344 (datos a 200 nm)

pH Acetona 1/to LQM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) | meef /1000 media | desv estandar Cv

12.32 1.06300 | 0.94073 | 1.70400 | 0.58685 -53.08190 -0.05308 -0.05330 0.00038 -0.72189
1.06300 | 0.94073 | 1.70400 | 0.58685 -53.08190 -0.05308
1.06300 | 0.94073 | 1.71700 | 0.58241 -53.74839 -0.05375

12.20 1.03800 | 0.96339 | 1.60000 | 0.62500 -50.75867 -0.05076 -0.05124 0.00043 -0.83303
1.06300 | 0.94073 | 1.67500 | 0.59701 -51.55783 -0.05156
1.04200 | 0.95969 | 1.62100 | 0.61690 -51.41846 -0.05142

12.18 1.21200 | 0.82508 | 2.10800 | 0.47438 -52.60488 -0.05260 -0.05279 0.00016 -0.30026
1.20800 | 0.82781 | 2.10400 | 0.47529 -52.87941 -0.05288
1.20800 | 0.82781 | 2.10400 | 0.47529 -52.87941 -0.05288

11.91 1.06300 | 0.94073 | 1.61700 | 0.61843 -48.34569 -0.04835 -0.04865 0.00026 -0.54197
1.06300 | 0.94073 | 1.62500 | 0.61538 -48.80237 -0.04880
1.06300 | 0.94073 | 1.62500 | 0.61538 -48.80237 -0.04880

11.63 1.01700 | 0.98328 | 1.42900 | 0.69979 -42.52412 -0.04252 -0.04200 0.00049 -1.17841
1.01700 | 0.98328 | 1.42100 | 0.70373 -41.93316 -0.04193
1.01300 | 0.98717 | 1.40800 | 0.71023 -41.54093 -0.04154

11.34 1.02500 | 0.97561 | 1.43300 | 0.69784 -41.66596 -0.04167 -0.04108 0.00059 -1.43873
1.02500 | 0.97561 | 1.42500 | 0.70175 -41.07831 -0.04108
1.02500 | 0.97561 | 1.41700 | 0.70572 -40.48402 -0.04048

11.11 0.98300 1.01729 | 1.26700 | 0.78927 -34.20420 -0.03420 -0.03371 0.00058 -1.71486
0.97500 1.02564 | 1.25000 | 0.80000 -33.84615 -0.03385
0.97500 1.02564 | 1.24200 | 0.80515 -33.07321 -0.03307

10.84 0.98800 1.01215 | 1.10000 | 0.90909 -15.45823 -0.01546 -0.01572 0.00023 -1.45674
0.97900 1.02145 | 1.09200 | 0.91575 -15.85493 -0.01585
0.97900 1.02145 | 1.09200 | 0.91575 -15.85493 -0.01585

10.80 1.00830 | 0.99177 | 1.17080 | 0.85412 -20.64772 -0.02065 -0.02029 0.00032 -1.57308
1.00830 | 0.99177 | 1.16670 | 0.85712 -20.19749 -0.02020
1.01250 | 0.98765 | 1.17080 | 0.85412 -20.03062 -0.02003

10.64 1.04580 | 0.95621 | 1.20420 | 0.83043 -18.86684 -0.01887 -0.01881 0.00023 -1.20021
1.04170 | 0.95997 | 1.20000 | 0.83333 -18.99539 -0.01900
1.04170 | 0.95997 | 1.19580 | 0.83626 -18.55636 -0.01856




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 344 (datos a 200 nm)

pH Acetona 1/to LQM 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) | meef /1000 media | desv estandar (04

9.88 1.00418 | 0.99584 | 1.05833 | 0.94488 -7.64288 -0.00764 -0.00763 0.00003 -0.42132
1.00830 | 0.99177 | 1.06250 | 0.94118 -7.58878 -0.00759
1.00416 | 0.99586 | 1.05833 | 0.94488 -7.64586 -0.00765

9.69 0.95830 1.04351 | 0.98330 | 1.01698 -3.97964 -0.00398 -0.00396 0.00002 -0.61061
0.96250 1.03896 | 0.98750 | 1.01266 -3.94542 -0.00395

9.51 1.00830 | 0.99177 | 1.00830 | 0.99177 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.00830 | 0.99177 | 1.00830 | 0.99177
1.01250 | 0.98765 | 1.01250 | 0.98765

9.26 1.02500 | 0.97561 | 1.02500 | 0.97561 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.02080 | 0.97962 | 1.02080 | 0.97962
1.02080 | 0.97962 | 1.02080 | 0.97962

8.91 1.00830 | 0.99177 | 1.00830 | 0.99177 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.00830 | 0.99177 | 1.00830 | 0.99177
1.00830 | 0.99177 | 1.00830 | 0.99177

8.80 0.98330 1.01698 | 0.98330 | 1.01698 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.97920 1.02124 | 0.97920 | 1.02124
0.97920 1.02124 | 0.97920 | 1.02124

8.46 0.96670 1.03445 | 0.96670 | 1.03445 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896
0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896

8.30 1.01250 | 0.98765 | 1.01250 | 0.98765 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.01250 | 0.98765 | 1.01250 | 0.98765
1.01250 | 0.98765 | 1.01250 | 0.98765

8.20 0.99170 1.00837 | 0.99170 | 1.00837 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.99170 1.00837 | 0.99170 | 1.00837
0.99600 1.00402 | 0.99600 | 1.00402

7.80 0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.95830 1.04351 | 0.95830 | 1.04351
0.95420 1.04800 | 0.95420 | 1.04800

7.73 1.03750 | 0.96386 | 1.03750 | 0.96386 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA

1.00830 0.99177 | 1.00830 | 0.99177

1.00000 1.00000 | 1.00000 | 1.00000




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 344 (datos a 200 nm)

pH Acetona 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) | meef /1000 media | desv estandar CV

7.65 0.95830 1.04351 | 0.95830 | 1.04351 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896
0.95830 1.04351 | 0.95830 | 1.04351

7.35 0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896
0.95000 1.05263 | 0.95000 | 1.05263

7.11 1.08700 0.91996 | 1.08700 | 0.91996 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.08300 0.92336 | 1.08300 | 0.92336
1.07920 0.92661 | 1.07920 | 0.92661

7.05 0.95000 1.05263 | 0.95000 | 1.05263 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.96250 1.03896 | 0.96250 | 1.03896

6.72 1.08750 0.91954 | 1.08750 | 0.91954 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.08750 0.91954 | 1.08750 | 0.91954
1.08750 0.91954 | 1.08750 | 0.91954

6.22 1.08180 0.92439 | 1.05420 | 0.94859 3.63020 0.00363 0.00363 0.00001 0.36247
1.08190 0.92430 | 1.05420 | 0.94859 3.64301 0.00364
1.08180 0.92439 | 1.05430 | 0.94850 3.61670 0.00362

6.00 1.03330 0.96777 | 1.01252 | 0.98763 2.97925 0.00298 0.00300 0.00002 0.66519
1.03323 0.96784 | 1.01230 | 0.98785 3.00161 0.00300
1.03325 0.96782 | 1.01220 | 0.98795 3.01906 0.00302

5.85 1.07011 0.93448 | 1.04529 | 0.95667 3.32834 0.00333 0.00334 0.00003 0.76277
1.06250 0.94118 | 1.03772 | 0.96365 3.37119 0.00337
1.05822 0.94498 | 1.03396 | 0.96716 3.32585 0.00333

5.32 1.24580 0.80270 | 0.99580 | 1.00422 30.22810 0.03023 0.03105 0.00074 2.37397
1.25000 0.80000 | 0.99170 | 1.00837 31.25542 0.03126
1.25420 0.79732 | 0.99170 | 1.00837 31.65727 0.03166

5.00 1.34580 0.74305 | 1.02080 | 0.97962 35.48570 0.03549 0.03548 0.00026 0.73151
1.34170 0.74532 | 1.01670 | 0.98357 35.73768 0.03574
1.33550 0.74878 | 1.01670 | 0.98357 35.21866 0.03522

488 1.20420 0.83043 | 0.93750 | 1.06667 35.43597 0.03544 0.03572 0.00024 0.68321
1.20830 0.82761 | 0.93750 | 1.06667 35.85864 0.03586
1.20830 0.82761 | 0.93750 | 1.06667 35.85864 0.03586




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A

LQM 344 (datos a 200 nm)

pH Acetona 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) |meef/1000| media desv estandar CvVv

458 1.31670 0.75947 | 0.97920 |1.02124 39.26511 0.03927 0.03949 0.00038 0.96487
1.31670 0.75947 | 0.97920 |1.02124 39.26511 0.03927
1.31670 0.75947 | 0.97500 |1.02564 39.92499 0.03992

4.27 1.49170 0.67038 | 1.04580 |0.95621 42.87445 0.04287 0.04307 0.00033 0.77484
1.48330 0.67417 | 1.03750 |0.96386 43.45245 0.04345
1.49170 0.67038 | 1.04580 |0.95621 4287445 0.04287

3.97 1.89170 0.52863 | 1.17920 |0.84803 47.91113 0.04791 0.04825 0.00046 0.95975
1.91670 0.52173 | 1.18750 |0.84211 48.05628 0.04806
1.97920 0.50525 | 1.20420 |0.83043 48.77583 0.04878

3.67 2.79170 0.35820 | 1.36250 |0.73394 56.36104 0.05636 0.05737 0.00090 1.56356
2.86250 0.34934 | 1.36250 |0.73394 57.69000 0.05769
2.92080 0.34237 | 1.37080 |0.72950 58.06936 0.05807

3.62 2.31667 0.43165 | 1.30830 |0.76435 49.90449 0.04990 0.05030 0.00063 1.26112
2.35833 0.42403 | 1.32080 |0.75712 49.96320 0.04996
2.41250 0.41451 | 1.32500 |0.75472 51.03138 0.05103

3.19 3.55830 0.28103 | 1.72920 |0.57830 44.59035 0.04459 0.04586 0.00113 2.45599
3.60830 0.27714 | 1.70830 |0.58538 46.23577 0.04624
3.69170 0.27088 | 1.71670 |0.58251 46.74526 0.04675

3.06 3.74580 0.26697 | 1.61670 |0.61854 52.73674 0.05274 0.05287 0.00024 0.45989
3.81250 0.26230 | 1.62920 |0.61380 52.72547 0.05273
3.92500 0.25478 | 1.64170 |0.60912 53.15214 0.05315
4.02500 0.24845 | 1.65830 |0.60303 53.18700 0.05319

2.94 2.72080 0.36754 | 1.39580 |0.71644 52.33441 0.05233 0.05249 0.00014 0.25940
2.87920 0.34732 | 1.43330 |0.69769 52.55579 0.05256
3.10830 0.32172 | 1.48750 |0.67227 52.58245 0.05258

2.64 7.05420 0.14176 | 2.02080 |0.49485 52.96410 0.05296 0.05270 0.00024 0.45638
7.05000 0.14184 | 2.02920 |0.49281 52.64416 0.05264
7.25420 0.13785 | 2.05000 |0.48780 52.49306 0.05249

2.60 9.81670 0.10187 | 2.14170 |0.46692 54.75774 0.05476 0.05458 0.00069 1.26651
9.90000 0.10101 | 2.13330 |0.46876 55.16208 0.05516
10.07500 0.09926 | 2.18330 |0.45802 53.81500 0.05382




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos.

Anexo A

LQM 344 (datos a 200 nm)

pH Acetona 1/to LQM 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) | meef /1000 | media desv estandar Ccv
2.40 8.92920 0.11199 | 2.09170 | 0.47808 54.91319 0.05491 0.05508 0.00015 0.27187
9.04580 0.11055 | 2.09170 | 0.47808 55.12972 0.05513
9.16250 0.10914 | 2.09580 | 0.47714 55.20064 0.05520
2.01 8.76670 0.11407 | 2.07080 | 0.48291 55.32557 0.05533 0.05545 0.00047 0.85423
8.85000 0.11299 | 2.08330 | 0.48001 55.05200 0.05505
8.87500 0.11268 | 2.05830 | 0.48584 55.97427 0.05597




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 345 (datos a 200 nm)

pH Acetona 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) /ngg media desv estandar Ccv

12.32 1.07500 | 0.93023 | 1.46670 | 0.68180 -37.26448 -0.03726 -0.03722 0.00005 -0.12397
1.07080 | 0.93388 | 1.45830 | 0.68573 -37.22269 -0.03722
1.06670 | 0.93747 | 1.45000 | 0.68966 -37.17233 -0.03717

12.2 1.03330 | 0.96777 | 1.33750 | 0.74766 -33.01644 -0.03302 -0.03313 0.00053 -1.60440
1.03330 | 0.96777 | 1.33330 | 0.75002 -32.66316 -0.03266
1.03330 | 0.96777 | 1.34580 | 0.74305 -33.70810 -0.03371

12.18 1.22500 | 0.81633 | 1.69170 | 0.59112 -33.78078 -0.03378 -0.03382 0.00010 -0.28136
1.22080 | 0.81913 | 1.68330 | 0.59407 -33.75957 -0.03376
1.21250 | 0.82474 | 1.67080 | 0.59852 -33.93399 -0.03393

11.91 1.05000 | 0.95238 | 1.31670 | 0.75947 -28.93598 -0.02894 -0.02894 0.00000 0.00000
1.05000 | 0.95238 | 1.31670 | 0.75947 -28.93598 -0.02894
1.05000 | 0.95238 | 1.31670 | 0.75947 -28.93598 -0.02894

11.63 1.02920 | 0.97163 | 1.21250 | 0.82474 -22.03293 -0.02203 -0.02148 0.00050 -2.30545
1.02500 | 0.97561 | 1.20000 | 0.83333 -21.34146 -0.02134
1.02080 | 0.97962 | 1.19170 | 0.83914 -21.07297 -0.02107

11.34 0.99170 | 1.00837 | 1.11900 | 0.89366 -17.20716 -0.01721 -0.01685 0.00040 -2.35694
0.99170 | 1.00837 | 1.11670 | 0.89550 -16.93107 -0.01693
0.99170 | 1.00837 | 1.11250 | 0.89888 -16.42396 -0.01642

11.11 1.05830 | 0.94491 | 1.05830 | 0.94491 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.05420 | 0.94859 | 1.05420 | 0.94859
1.05000 | 0.95238 | 1.05000 | 0.95238

11.00 1.01670 | 0.98357 | 1.01670 | 0.98357 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.01250 | 0.98765 | 1.01250 | 0.98765
1.01670 | 0.98357 | 1.01670 | 0.98357

10.93 0.97920 | 1.02124 | 0.97920 | 1.02124 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.97920 | 1.02124 | 0.97920 | 1.02124
0.97080 | 1.03008 | 0.97080 | 1.03008

10.84 0.95830 | 1.04351 | 0.95830 | 1.04351 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.96250 | 1.03896 | 0.96250 | 1.03896
0.95830 | 1.04351 | 0.95830 | 1.04351




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 345 (datos a 200 nm)

pH Acetona | 1/to LQM 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) /ngg media desv estandar Ccv

10.80 1.02080 | 0.97962 | 1.02080 | 0.97962 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.01670 | 0.98357 | 1.01670 | 0.98357
1.01670 | 0.98357 | 1.01670 | 0.98357

10.77 0.97080 | 1.03008 | 0.97080 | 1.03008 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
0.96670 | 1.03445 | 0.96670 | 1.03445
0.96670 | 1.03445 | 0.96670 | 1.03445

10.64 1.01670 | 0.98357 | 1.01670 | 0.98357 0.00000 0.00000 0.00000 NA NA
1.02080 | 0.97962 | 1.02080 | 0.97962
1.02080 | 0.97962 | 1.02080 | 0.97962

10.33 1.01665 | 0.98362 | 0.98759 | 1.01256 4.34103 0.00434 0.00486 0.00083 17.13396
1.01252 | 0.98763 | 0.98316 | 1.01712 4.42342 0.00442
1.00891 | 0.99117 | 0.97088 | 1.02999 5.82355 0.00582

10.10 0.96250 | 1.03896 | 0.85000 | 1.17647 20.62643 0.02063 0.02163 0.00098 451508
0.95830 | 1.04351 | 0.83750 | 1.19403 22.57729 0.02258
0.95830 | 1.04351 | 0.84170 | 1.18807 21.68358 0.02168

9.88 1.00377 | 0.99624 | 0.89018 | 1.12337 19.06957 0.01907 0.01866 0.00043 2.30652
1.00836 | 0.99171 | 0.89575 | 1.11638 18.70104 0.01870
1.00834 | 0.99173 | 0.89836 | 1.11314 18.21158 0.01821

9.70 1.00000 | 1.00000 | 0.86670 | 1.15380 23.07027 0.02307 0.02336 0.00025 1.08336
0.99170 | 1.00837 | 0.85830 | 1.16509 23.50865 0.02351
0.99170 | 1.00837 | 0.85830 | 1.16509 23.50865 0.02351

9.51 0.99580 | 1.00422 | 0.84170 | 1.18807 27.57811 0.02758 0.02797 0.00046 1.63859
0.99170 | 1.00837 | 0.83750 | 1.19403 27.84906 0.02785
0.99580 | 1.00422 | 0.83750 | 1.19403 28.47182 0.02847

9.26 0.99580 | 1.00422 | 0.80830 | 1.23716 34.94201 0.03494 0.03473 0.00036 1.03515
0.99580 | 1.00422 | 0.80830 | 1.23716 34.94201 0.03494
0.99170 | 1.00837 | 0.80830 | 1.23716 34.31924 0.03432

8.91 0.99580 | 1.00422 | 0.82080 | 1.21832 32.11588 0.03212 0.03273 0.00053 1.61846
0.99580 | 1.00422 | 0.81670 | 1.22444 33.03332 0.03303
0.99580 | 1.00422 | 0.81670 | 1.22444 33.03332 0.03303




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A

LQM 345 (datos a 200 nm)

pH Acetona | 1/to LQM 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) /ng(]; media desv estandar Ccv

8.80 0.96660 | 1.03455 | 0.80000 | 1.25000 32.31688 0.03232 0.03232 0.00001 0.02867
0.96660 | 1.03455 | 0.80000 | 1.25000 32.31688 0.03232
0.96670 | 1.03445 | 0.80000 | 1.25000 32.33294 0.03233

8.46 0.96250 | 1.03896 | 0.78330 | 1.27665 35.65335 0.03565 0.03496 0.00060 1.72250
0.95000 | 1.05263 | 0.77920 | 1.28337 34.61040 0.03461
0.95000 | 1.05263 | 0.77920 | 1.28337 34.61040 0.03461

8.3 1.00830 | 0.99177 | 0.81250 | 1.23077 35.85014 0.03585 0.03617 0.00055 1.53122
1.00830 | 0.99177 | 0.80830 | 1.23716 36.80941 0.03681
1.00830 | 0.99177 | 0.81250 | 1.23077 35.85014 0.03585

8.2 0.98336 | 1.01692 | 0.79554 | 1.25701 36.01270 0.03601 0.03502 0.00197 5.63277
0.98751 | 1.01265 | 0.81237 | 1.23096 32.74728 0.03275
0.97922 | 1.02122 | 0.79164 | 1.26320 36.29716 0.03630

7.8 0.95830 | 1.04351 | 0.77920 | 1.28337 35.97795 0.03598 0.03633 0.00060 1.65812
0.95830 | 1.04351 | 0.77500 | 1.29032 37.02120 0.03702
0.95830 | 1.04351 | 0.77920 | 1.28337 35.97795 0.03598

7.73 0.98750 | 1.01266 | 0.79580 | 1.25660 36.59084 0.03659 0.03670 0.00019 0.51494
0.98750 | 1.01266 | 0.79580 | 1.25660 36.59084 0.03659
0.98330 | 1.01698 | 0.79170 | 1.26310 36.91816 0.03692

7.65 0.95830 | 1.04351 | 0.77500 | 1.29032 37.02120 0.03702 0.03657 0.00039 1.06173
0.95420 | 1.04800 | 0.77500 | 1.29032 36.34864 0.03635
0.95420 | 1.04800 | 0.77500 | 1.29032 36.34864 0.03635

7.35 0.96670 | 1.03445 | 0.77920 | 1.28337 37.33807 0.03734 0.03734 NA NA
0.96670 | 1.03445 | 0.77920 | 1.28337 37.33807 0.03734
0.96670 | 1.03445 | 0.77920 | 1.28337 37.33807 0.03734

7.11 1.07920 | 0.92661 | 0.84170 | 1.18807 39.21892 0.03922 0.03893 0.00050 1.28113
1.07920 | 0.92661 | 0.84170 | 1.18807 39.21892 0.03922
1.07920 | 0.92661 | 0.84580 | 1.18231 38.35504 0.03836

7.05 0.97080 | 1.03008 | 0.78750 | 1.26984 35.96445 0.03596 0.03621 0.00021 0.58359
0.96670 | 1.03445 | 0.78330 | 1.27665 36.33045 0.03633
0.96670 | 1.03445 | 0.78330 | 1.27665 36.33045 0.03633




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A

LQM 345 (datos a 200 nm)

pH Acetona | 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) /ngg media desv estandar Ccv

6.72 1.07920 | 0.92661 | 0.85000 | 1.17647 37.47874 0.03748 0.03765 0.00030 0.80659
1.07920 | 0.92661 | 0.85000 | 1.17647 37.47874 0.03748
1.08330 | 0.92311 | 0.85000 | 1.17647 38.00479 0.03800

6.42 1.05830 | 0.94491 | 0.84580 | 1.18231 35.61014 0.03561 0.03579 0.00061 1.70643
1.05830 | 0.94491 | 0.84170 | 1.18807 36.47402 0.03647
1.06250 | 0.94118 | 0.85000 | 1.17647 35.29412 0.03529

6.22 1.05417 | 0.94861 | 0.84170 | 1.18807 35.91872 0.03592 0.03590 0.00001 0.03691
1.05400 | 0.94877 | 0.84170 | 1.18807 35.89577 0.03590
1.05400 | 0.94877 | 0.84170 | 1.18807 35.89577 0.03590

6.00 1.03750 | 0.96386 | 0.83750 | 1.19403 34.52616 0.03453 0.03462 0.00045 1.31066
1.04170 | 0.95997 | 0.84170 | 1.18807 34.21537 0.03422
1.04170 | 0.95997 | 0.83750 | 1.19403 35.10909 0.03511

5.85 1.05000 | 0.95238 | 0.84580 | 1.18231 34.48975 0.03449 0.03430 0.00061 1.78660
1.05000 | 0.95238 | 0.85000 | 1.17647 33.61345 0.03361
1.04590 | 0.95611 | 0.84170 | 1.18807 34.79361 0.03479

5.62 1.22916 | 0.81356 | 0.94170 | 1.06191 37.25184 0.03725 0.03724 0.00015 0.39147
1.23750 | 0.80808 | 0.94580 | 1.05731 37.38378 0.03738
1.24170 | 0.80535 | 0.95000 | 1.05263 37.09261 0.03709

5.32 1.24580 | 0.80270 | 0.95000 | 1.05263 37.49018 0.03749 0.03707 0.00049 1.33245
1.25000 | 0.80000 | 0.95420 | 1.04800 37.19975 0.03720
1.25000 | 0.80000 | 0.95830 | 1.04351 36.52718 0.03653

5.00 1.33750 | 0.74766 | 1.00420 | 0.99582 37.22310 0.03722 0.03708 0.00050 1.35511
1.32920 | 0.75233 | 1.00420 | 0.99582 36.52280 0.03652
1.33330 | 0.75002 | 1.00000 | 1.00000 37.49719 0.03750

4.88 1.21250 | 0.82474 | 0.93750 | 1.06667 36.28866 0.03629 0.03614 0.00037 1.01658
1.22080 | 0.81913 | 0.94170 | 1.06191 36.41615 0.03642
1.22080 | 0.81913 | 0.94580 | 1.05731 35.72565 0.03573

4.58 1.40420 | 0.71215 | 1.02920 | 0.97163 38.92188 0.03892 0.03872 0.00021 0.53331
1.42500 | 0.70175 | 1.04170 | 0.95997 38.73223 0.03873
1.43750 | 0.69565 | 1.05000 | 0.95238 38.50932 0.03851




Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A

LQM 345 (datos a 200 nm)

pH Acetona| 1/to LQM 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) /TSS{) media desv estandar CV

4.27 2.34670 | 0.42613 | 1.46250 | 0.68376 38.64456 0.03864 0.03837 0.00028 0.73798
2.37917 | 0.42031 | 1.48330 | 0.67417 38.07867 0.03808
2.41250 | 0.41451 | 1.49170 | 0.67038 38.38025 0.03838

3.97 2.02080 | 0.49485 | 1.30000 | 0.76923 41.15659 0.04116 0.04159 0.00055 1.31073
2.05830 | 0.48584 | 1.31250 | 0.76190 41.41004 0.04141
2.11250 | 0.47337 | 1.32500 | 0.75472 42.20163 0.04220

3.67 2.35417 | 0.42478 | 1.40418 | 0.71216 43.10719 0.04311 0.04455 0.00135 3.02743
2.46667 | 0.40540 | 1.42100 | 0.70373 4474874 0.04475
2.58766 | 0.38645 | 1.44580 | 0.69166 45.78136 0.04578

3.62 2.44580 | 0.40886 | 1.44580 | 0.69166 42.41916 0.04242 0.04270 0.00027 0.62435
2.45830 | 0.40679 | 1.44580 | 0.69166 42.73101 0.04273
2.49170 | 0.40133 | 1.45420 | 0.68766 42.94963 0.04295

3.19 3.66250 | 0.27304 | 1.61670 | 0.61854 51.82596 0.05183 0.05190 0.00007 0.13175
3.78300 | 0.26434 | 1.63750 | 0.61069 51.95198 0.05195
3.52500 | 0.28369 | 1.58750 | 0.62992 51.93500 0.05193

3.06 4.07500 | 0.24540 | 1.80830 | 0.55301 46.14102 0.04614 0.04698 0.00098 2.09081
412080 | 0.24267 | 1.80420 | 0.55426 46.73864 0.04674
4.22920 | 0.23645 | 1.79580 | 0.55685 48.06053 0.04806

2.94 3.21250 | 0.31128 | 1.60420 | 0.62336 46.81194 0.04681 0.04839 0.00162 3.34780
3.35420 | 0.29813 | 1.61250 | 0.62016 48.30320 0.04830
3.47080 | 0.28812 | 1.60830 | 0.62177 50.04848 0.05005

2.64 8.26250 | 0.12103 | 2.07920 | 0.48095 53.98882 0.05399 0.05489 0.00095 1.72166
8.17080 | 0.12239 | 2.05000 | 0.48780 54.81268 0.05481
8.24170 | 0.12133 | 2.02500 | 0.49383 55.87395 0.05587

2.60 9.77080 | 0.10235 | 2.17920 | 0.45888 53.48073 0.05348 0.05386 0.00037 0.68016
9.85420 | 0.10148 | 2.17080 | 0.46066 53.87701 0.05388
9.81250 | 0.10191 | 2.15830 | 0.46333 54.21252 0.05421

2.40 9.25830 | 0.10801 | 2.00830 | 0.49793 58.48836 0.05849 0.05843 0.00047 0.79624
9.30000 | 0.10753 | 2.00000 | 0.50000 58.87097 0.05887
9.30000 | 0.10753 | 2.02500 | 0.49383 57.94504 0.05795
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Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 345 (datos a 200 nm)
_ meef .
pH |Acetona| 1/to LOM | 1/tm | meef = LtLd/V(1/tm-1/to) /1000 media desv estandar CVv
2.01 8.91250 | 0.11220 | 1.89580 | 0.52748 62.29198 0.06229 0.06290 0.00054 0.86235
9.19580 | 0.10875 | 1.88330 | 0.53098 63.33563 0.06334
9.24580 | 0.10816 | 1.89170 | 0.52863 63.07017 0.06307
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Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 351 (datos a 200 nm)

pH Acetona| 1/to LQM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) /ng(f) media desv estandar Ccv

11.63 1.20830 | 0.82761 | 1.05830 | 0.94491 17.59539 0.01760 | 0.01806 0.00040 2.23045
1.20420 | 0.83043 | 1.05000 | 0.95238 18.29312 0.01829
1.20420 | 0.83043 | 1.05000 | 0.95238 18.29312 0.01829

11.34 0.95000 | 1.05263 | 0.80420 | 1.24347 28.62603 0.02863 | 0.02927 0.00056 1.90203
0.95000 | 1.05263 | 0.80000 | 1.25000 29.60526 0.02961
0.95560 | 1.04646 | 0.80410 | 1.24363 29.57452 0.02957

11.00 0.98330 | 1.01698 | 0.98330 | 1.01698 0.00000 0.00000 | 0.00000 NA NA
0.98330 | 1.01698 | 0.98330 | 1.01698
0.97920 | 1.02124 |0.97920 | 1.02124

10.77 0.96670 | 1.03445 | 0.96670 | 1.03445 0.00000 0.00000 | 0.00000 NA NA
0.95830 | 1.04351 | 0.95830 | 1.04351
0.95830 | 1.04351 | 0.95830 | 1.04351

10.10 0.98357 | 1.01671 | 0.83330 | 1.20005 27.50076 0.02750 | 0.02722 0.00041 1.50496
0.97876 | 1.02170 | 0.83330 | 1.20005 26.75222 0.02675
0.98301 | 1.01728 | 0.83330 | 1.20005 27.41512 0.02742

9.69 0.94580 | 1.05731 | 0.83750 | 1.19403 20.50858 0.02051 | 0.02065 0.00012 0.59335
0.94170 | 1.06191 | 0.83330 | 1.20005 20.72080 0.02072
0.94170 | 1.06191 | 0.83330 | 1.20005 20.72080 0.02072

9.26 0.98750 | 1.01266 | 0.80830 | 1.23716 33.67593 0.03368 | 0.03389 0.00037 1.09594
0.99170 | 1.00837 | 0.80830 | 1.23716 34.31924 0.03432
0.98750 | 1.01266 | 0.80830 | 1.23716 33.67593 0.03368

8.91 0.96670 | 1.03445 | 0.80420 | 1.24347 31.35370 0.03135 | 0.03126 0.00017 0.53711
0.97080 | 1.03008 | 0.80830 | 1.23716 31.06292 0.03106
0.96670 | 1.03445 | 0.80420 | 1.24347 31.35370 0.03135

8.46 0.94170 | 1.06191 | 0.77080 | 1.29735 35.31661 0.03532 | 0.03497 0.00061 1.74141
0.94170 | 1.06191 | 0.77500 | 1.29032 34.26199 0.03426
0.94170 | 1.06191 | 0.77080 | 1.29735 35.31661 0.03532

8.30 1.08330 | 0.92311 | 0.87920 | 1.13740 32.14385 0.03214 | 0.03203 0.00017 0.52311
1.05000 | 0.95238 | 0.85830 | 1.16509 31.90693 0.03191
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Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 351 (datos a 200 nm)

pH Acetona | 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) meef /1000 | media desv estandar CcVv

8.20 0.95000 | 1.05263 | 0.77920 | 1.28337 34.61040 0.03461 0.03451 0.00018 0.52309
0.95000 | 1.05263 | 0.77920 | 1.28337 34.61040 0.03461
0.95420 | 1.04800 | 0.78330 | 1.27665 34.29776 0.03430

7.80 0.95830 | 1.04351 | 0.78330 | 1.27665 34.97033 0.03497 0.03452 0.00052 1.50727
0.95830 | 1.04351 | 0.78750 | 1.26984 33.94901 0.03395
0.96250 | 1.03896 | 0.78750 | 1.26984 34.63203 0.03463

7.73 0.97920 | 1.02124 | 0.79580 | 1.25660 35.30330 0.03530 0.03563 0.00056 1.58180
0.97920 | 1.02124 | 0.79170 | 1.26310 36.27943 0.03628
0.97920 | 1.02124 | 0.79580 | 1.25660 35.30330 0.03530

7.63 0.94580 | 1.05731 | 0.77500 | 1.29032 34.95249 0.03495 0.03542 0.00040 1.14290
0.95000 | 1.05263 | 0.77500 | 1.29032 35.65365 0.03565
0.95000 | 1.05263 | 0.77500 | 1.29032 35.65365 0.03565

7.35 0.95420 | 1.04800 | 0.77920 | 1.28337 35.30538 0.03531 0.03623 0.00086 2.38663
0.95420 | 1.04800 | 0.77500 | 1.29032 36.34864 0.03635
0.95830 | 1.04351 | 0.77500 | 1.29032 37.02120 0.03702

7.11 1.26670 | 0.78945 | 1.00420 | 0.99582 30.95470 0.03095 0.03082 0.00023 0.73789
1.26670 | 0.78945 | 1.00420 | 0.99582 30.95470 0.03095
1.26250 | 0.79208 | 1.00420 | 0.99582 30.56075 0.03056

7.05 0.94990 | 1.05274 | 0.77080 | 1.29735 36.69165 0.03669 0.03622 0.00041 1.13778
0.95830 | 1.04351 | 0.77920 | 1.28337 35.97795 0.03598
0.95830 | 1.04351 | 0.77920 | 1.28337 35.97795 0.03598

6.72 1.40416 | 0.71217 | 1.07920 | 0.92661 32.16641 0.03217 0.03208 0.00025 0.76467
1.44170 | 0.69363 | 1.10420 | 0.90563 31.80112 0.03180
1.46250 | 0.68376 | 1.11250 | 0.89888 32.26736 0.03227

6.42 1.25420 | 0.79732 | 0.96250 | 1.03896 36.24601 0.03625 0.03650 0.00023 0.62666
1.27920 | 0.78174 | 0.97500 | 1.02564 36.58537 0.03659
1.28750 | 0.77670 | 0.97920 | 1.02124 36.68142 0.03668

6.22 1.29170 | 0.77417 | 0.97080 | 1.03008 38.38571 0.03839 0.03859 0.00028 0.71270
1.29270 | 0.77357 | 0.97080 | 1.03008 38.47554 0.03848
1.31250 | 0.76190 | 0.97920 | 1.02124 38.90056 0.03890
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Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 351 (datos a 200 nm)

pH Acetona | 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) meef /1000 | media desv estandar Ccv

5.62 1.44580 | 0.69166 | 1.00000 | 1.00000 46.25121 0.04625 0.04650 0.00034 0.73070
1.44580 | 0.69166 | 0.99580 | 1.00422 46.88387 0.04688
1.41250 | 0.70796 | 0.98330 | 1.01698 46.35285 0.04635

5.32 1.92080 | 0.52062 | 1.18750 | 0.84211 48.22333 0.04822 0.04842 0.00028 0.57739
1.94170 | 051501 | 1.19170 | 0.83914 48.61871 0.04862

5.00 1.59580 | 0.62664 | 1.04578 | 0.95622 49.43687 0.04944 0.04954 0.00015 0.30523
1.62080 | 0.61698 | 1.05487 | 0.94798 49.65073 0.04965
1.62709 | 0.61459 | 1.05417 | 0.94861 50.10292 0.05010

4.88 1.48750 | 0.67227 | 0.99580 | 1.00422 49.79232 0.04979 0.04983 0.00005 0.10501
1.51670 | 0.65933 | 1.00830 | 0.99177 49.86632 0.04987
1.52080 | 0.65755 | 1.01250 | 0.98765 49.51585 0.04952

4.58 1.63750 | 0.61069 | 1.04580 | 0.95621 51.82781 0.05183 0.05172 0.00015 0.29818
1.65420 | 0.60452 | 1.05420 | 0.94859 51.60972 0.05161
1.65420 | 0.60452 | 1.05420 | 0.94859 51.60972 0.05161

4.27 1.84580 | 0.54177 | 1.10420 | 0.90563 54.57938 0.05458 0.05467 0.00013 0.23862
1.85000 | 0.54054 | 1.10420 | 0.90563 54.76387 0.05476
1.83750 | 0.54422 | 1.10420 | 0.90563 54.21230 0.05421

3.67 2.79170 | 0.35820 | 1.36250 | 0.73394 56.36104 0.05636 0.05703 0.00094 1.64788
2.86250 | 0.34934 | 1.36250 | 0.73394 57.69000 0.05769
2.92080 | 0.34237 | 1.37080 | 0.72950 58.06936 0.05807

3.19 3.67920 | 0.27180 | 1.53330 | 0.65219 57.05848 0.05706 0.05751 0.00064 1.10981
3.76250 | 0.26578 | 1.53330 | 0.65219 57.96110 0.05796
3.86660 | 0.25863 | 1.55000 | 0.64516 57.98042 0.05798

3.06 430000 | 0.23256 | 1.62500 | 0.61538 57.42397 0.05742 0.05764 0.00030 0.52136
438330 | 0.22814 | 1.62920 | 0.61380 57.84893 0.05785
440000 | 0.22727 | 1.62920 | 0.61380 57.97882 0.05798

2.94 3.85830 | 0.25918 | 1.55000 | 0.64516 57.89697 0.05790 0.05808 0.00026 0.45557
3.89580 | 0.25669 | 1.55000 | 0.64516 58.27119 0.05827
3.97500 | 0.25157 | 1.55830 | 0.64172 58.52289 0.05852
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Tablas utilizadas para el calculo de la movilidad efectiva y sus parametros estadisticos. Anexo A
LQM 351 (datos a 200 nm)
pH Acetona | 1/to LOM | 1/tm LtLd/V(1/tm-1/to) meef /1000 | media desv estandar CcVv
2.64 6.34170 | 0.15769 | 2.10420 | 0.47524 47.63304 0.04763 0.04833 0.00098 2.02768
6.28750 | 0.15905 | 2.05830 | 0.48584 49.01882 0.04902
6.53330 | 0.15306 | 2.05000 | 0.48780 50.21143 0.05021
2.60 8.17059 | 0.12239 | 2.10400 | 0.47529 52.93425 0.05293 0.05347 0.00076 1.41866
8.39561 | 0.11911 | 2.08700 | 0.47916 54.00702 0.05401
8.77100 | 0.11401 | 2.11250 | 0.47337 53.90410 0.05390
2.40 9.77920 | 0.10226 | 1.83750 | 0.54422 66.29398 0.06629 0.06629 0.00001 0.01650
10.38750 | 0.09627 | 1.85830 | 0.53813 66.27850 0.06628
10.82080 | 0.09241 | 1.88750 | 0.52980 65.60801 0.06561
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Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas Anexo B
Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 344 (407nm)
. . ficien . . ficien
pH Absorbancia Coeflcu_an_te o prgg i?:h((:) ;otre el pH Absorbancia Coeflcm.}n_te ot prgg i?:h((:) ;otre el
Absortividad Absortividad

programa programa
11.61 0.63420 3690.63507 3671.07000 10.50 0.55657 3273.08508 3268.12000
11.50 0.62080 3650.83168 3645.12000 10.08 0.53430 3142.13816 3147.24000
11.41 0.61510 3617.31084 3620.56000 9.89 0.53110 3123.31944 3113.03000
11.30 0.60810 3576.14489 3586.41000 9.77 0.52830 3106.85306 3096.78000
11.20 0.60173 3538.70347 3551.59000 9.60 0.52447 3084.30980 3079.41000
11.11 0.59587 3504.20249 3517.52000 9.33 0.52240 3072.15604 3061.77000
11.02 0.58937 3465.97696 3481.36000 9.19 0.52080 3062.74668 3055.94000
10.92 0.58863 3461.66434 3439.51000 9.02 0.52017 3059.02214 3050.90000
10.80 0.57403 3375.80393 3388.40000 8.78 0.51720 3041.57562 3046.38000
10.71 0.57173 3362.27797 3350.51000 8.43 0.51627 3036.08683 3042.95000
10.60 0.56273 3309.35032 3305.97000 8.18 0.51150 3008.05478 3041.73000




Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas Anexo B
Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 344 (392nm)
.. Coeficiente .. Coeficiente
pH Absorbancia Coeﬂmgn_te de predicho por el pH Absorbancia Coeflcu_an.te de predicho por el
Absortividad Absortividad

programa programa
6.96 0.54720 3218.00112 3153.45000 5.02 0.15707 923.68551 852.54000
6.90 0.54267 3191.34127 3137.44000 4.91 0.13253 779.40865 717.19000
6.81 0.53363 3138.21759 3109.29000 4.81 0.11310 665.12414 610.95000
6.74 0.53063 3120.57504 3083.45000 4.72 0.09747 573.18685 528.47000
6.66 0.52223 3071.17590 3049.05000 4.60 0.07930 466.35141 436.31000
6.58 0.51420 3023.93307 3008.73000 451 0.06783 398.91766 379.14000
6.47 0.49933 2936.50443 2942.15000 4.40 0.05980 351.67483 321.35000
6.37 0.48257 2837.90218 2868.81000 4.33 0.05187 305.02009 290.58000
6.25 0.45893 2698.91809 2762.50000 4.23 0.04447 261.50180 253.57000
6.13 0.43770 2574.04805 2634.23000 4.11 0.03817 224.45244 218.22000
6.00 0.40853 2402.52325 2469.27000 4.03 0.03377 198.57670 199.20000
5.89 0.38003 2234.91903 2309.05000 3.93 0.02970 174.66125 179.61000
5.78 0.35177 2068.68700 2132.05000 3.80 0.02453 144.27685 159.79000
5.68 0.32910 1935.38774 1959.64000 3.72 0.02163 127.22239 150.14000
5.59 0.30140 1772.48819 1798.34000 3.61 0.01913 112.52026 139.40000
5.46 0.27287 1604.68794 1561.97000 3.52 0.01743 102.52282 132.38000
5.46 0.26580 1563.12993 1561.97000 3.40 0.01527 89.78098 124.99000
5.38 0.24137 1419.44116 1418.52000 3.30 0.01393 81.93984 120.20000
5.32 0.22703 1335.14898 1313.68000 3.20 0.01257 73.90268 116.38000
5.25 0.20520 1206.75042 1195.62000 3.10 0.01157 68.02183 113.34000
5.13 0.17743 1043.45882 1007.07000




Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas

Anexo B

Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 344
pH | Absorbancia Coefici(_en_te de | Coeficiente predicho oH Absorbancia Coeficign_te de | Coeficiente predicho
Absortividad por el programa Absortividad por el programa
11.61 0.63420 3729.63507 3664.64000 7.30 0.50253 2955.32315 2935.66000
11.50 0.62080 3650.83168 3642.90000 7.23 0.49913 2935.32826 2926.75000
11.41 0.61510 3617.31084 3621.92000 7.10 0.49397 2904.94387 2906.13000
11.30 0.60810 3576.14489 3592.13000 6.96 0.48197 2834.37367 2876.36000
11.20 0.60173 3538.70347 3560.96000 6.90 0.47800 2811.04630 2860.61000
11.11 0.59587 3504.20249 3529.66000 6.81 0.46940 2760.47099 2832.95000
11.02 0.58937 3465.97696 3495.55000 6.74 0.46657 2743.80858 2807.58000
10.92 0.58863 3461.66434 3454.86000 6.66 0.45893 2698.91809 2773.84000
10.80 0.57403 3375.80393 3403.32000 6.58 0.45183 2657.16406 2734.34000
10.71 0.57173 3362.27797 3363.74000 6.47 0.43830 2577.57656 2669.21000
10.60 0.56273 3309.35032 3315.62000 6.37 0.42317 2488.57969 2597.62000
10.50 0.55657 3273.08508 3273.30000 6.25 0.40223 2365.47390 2494.11000
10.08 0.53430 3142.13816 3128.65000 6.13 0.38310 2252.95364 2369.64000
9.89 0.53110 3123.31944 3084.82000 6.00 0.35733 2101.42373 2210.20000
9.77 0.52830 3106.85306 3063.52000 5.89 0.33193 1952.05014 2056.06000
9.60 0.52447 3084.30980 3040.35000 5.78 0.30713 1806.20506 1886.56000
9.33 0.52240 3072.15604 3016.30000 5.68 0.28687 1687.01984 1722.26000
9.19 0.52080 3062.74668 3008.16000 5.59 0.26213 1541.56681 1569.25000
9.02 0.52017 3059.02214 3000.93000 5.46 0.23903 1405.71918 1346.26000
8.78 0.51720 3041.57562 2993.95000 5.46 0.23093 1358.08429 1346.26000
8.43 0.51627 3036.08683 2987.06000 5.38 0.20947 1231.84205 1211.64000
8.18 0.51150 3008.05478 2982.34000 5.32 0.19690 1157.93937 1113.58000
8.02 0.51083 3004.13421 2978.60000 5.25 0.17760 1044.43896 1003.50000
7.97 0.51163 3008.83889 2977.22000 5.13 0.15317 900.75019 828.42000
7.91 0.50940 2995.70499 2975.39000 5.02 0.13510 794.50284 685.61000
7.69 0.50767 2985.51152 2966.51000 491 0.11353 667.67250 561.01000
7.60 0.50917 2994.33279 2961.51000 4.81 0.09630 566.32586 463.53000
7.50 0.51087 3004.33024 2954.70000 4.72 0.08240 484.58204 388.04000
7.47 0.50990 2998.64542 2952.35000 4.60 0.06653 391.27255 303.89000
7.41 0.50877 2991.98045 2947.16000 4.51 0.05627 330.89583 251.81000




Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas Anexo B
Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 344
oH Absorbancia (}:Aosfici(_an_te de Coeficiente predicho pH Absorbancia Coefici(_en_te de | Coeficiente predicho
sortividad por el programa Absortividad por el programa
4.40 0.04947 290.90605 199.22000 3.20 0.00763 44.89049 13.81000
4.33 0.04233 248.95598 171.27000 3.10 0.00693 40.77389 11.29000
4.23 0.03580 210.53443 137.67000 3.01 0.01287 75.66694 9.63000
4.11 0.03027 177.99373 105.61000 2.90 0.00687 40.38184 8.33000
4.03 0.02637 155.05841 88.37000 2.81 0.00693 40.77389 7.89000
3.93 0.02263 133.10324 70.63000 2.71 0.00627 36.85333 8.18000
3.80 0.01823 107.22750 52.70000 2.62 0.00600 35.28510 9.33000
3.72 0.01557 91.54523 43.98000 2.51 0.00540 31.75659 12.35000
3.61 0.01330 78.21531 34.28000 241 0.00523 30.77645 17.41000
3.52 0.01190 69.98212 27.97000 2.33 0.00510 29.99234 23.82000
3.40 0.00997 58.61247 21.35000 2.26 0.00463 27.24794 31.93000
3.30 0.00880 51.75148 17.11000 2.16 0.00523 30.77645 49.38000




Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas Anexo B

Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 345 (425 nm)
oH Absorbancia (}:Aosfici(_an_te de Coeficiente predicho pH Absorbancia Coefici(_en_te de | Coeficiente predicho
sortividad por el programa Absortividad por el programa
13.21 1.02300 8526.29580 8061.82000 8.71 0.28810 2401.19826 2464.45000
12.71 0.96710 8060.39166 7947.69000 8.20 0.27570 2297.84922 2451.71000
12.20 0.88090 7341.94914 7604.84000 7.71 0.27500 2292.01500 2447.85000
11.71 0.74400 6200.94240 6786.56000 7.23 0.27940 2328.68724 2446.61000
11.19 0.61160 5097.44136 5260.88000 6.73 0.27660 2305.35036 2446.19000
10.73 0.52910 4409.83686 3890.46000 6.26 0.27650 2304.51690 2446.07000
10.21 0.42980 3582.21108 2976.56000 5.76 0.27850 2321.18610 2446.02000
9.74 0.35160 2930.44536 2637.63000 5.24 0.27460 2288.68116 2446.01000
9.24 0.30960 2580.39216 2508.03000
Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 345 (388 nm)
oH Absorbancia CAotc)aficic_en_te de Coeficiente predicho pH Absorbancia Coeficic_en_te de | Coeficiente predicho
sortividad por el programa Absortividad por el programa

0.50 0.00000 0.00000 -359.75000 5.00 0.84530 7045.23738 6929.72000
1.00 0.00000 0.00000 39.02000 5.50 0.84510 7043.57046 6935.62000
1.52 0.06520 543.41592 1114.63000 6.03 0.84920 7077.74232 6937.54000
2.02 0.36880 3073.80048 3011.24000 6.52 0.85290 7108.58034 6938.08000
2.52 0.63110 5259.96606 5003.67000 7.00 0.85760 7147.75296 6938.26000
3.02 0.77280 6440.97888 6195.50000 7.53 0.84100 7009.39860 6938.32000
3.50 0.81590 6800.20014 6674.91000 8.01 0.83930 6995.22978 6938.34000
4.00 0.83300 6942.72180 6852.99000 8.53 0.83720 6977.72712 6938.34000
4.53 0.83970 6998.56362 6912.95000 9.06 0.84170 7015.23282 6938.34000
4.51 0.83870 6990.22902 6911.76000 11.93 0.63080 5257.46568 6938.34000




Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas

Anexo B

Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 345
oH Absorbancia CAosficic_en_te de Coeficiente predicho pH Absorbancia Coeficic_en_te de | Coeficiente predicho
sortividad por el programa Absortividad por el programa

13.21 1.02300 8526.29580 8040.03000 7.71 0.27500 2292.01500 2390.95000
12.71 0.96710 8060.39166 7931.51000 7.53 0.26550 2212.83630 2390.27000
12.20 0.88090 7341.94914 7604.05000 7.23 0.27940 2328.68724 2389.60000
11.71 0.74400 6200.94240 6813.27000 6.73 0.27660 2305.35036 2389.03000
11.19 0.61160 5097.44136 5303.28000 6.26 0.27650 2304.51690 2388.55000
10.73 0.52910 4409.83686 3905.89000 5.76 0.27850 2321.18610 2387.37000
10.21 0.42980 3582.21108 2951.54000 5.24 0.27460 2288.68116 2383.55000
9.74 0.35160 2930.44536 2592.91000 451 0.24920 2076.98232 2359.97000
9.24 0.30960 2580.39216 2455.10000 453 0.24930 2077.81578 2361.27000
9.06 0.33830 2819.59518 2432.84000 4.00 0.25150 2096.15190 2297.57000
8.71 0.28810 2401.19826 2408.66000 3.50 0.22850 1904.45610 2122.10000
8.53 0.30570 2547.88722 2402.00000 3.02 0.22950 1912.79070 1732.51000
8.20 0.27570 2297.84922 2395.08000 1.52 0.19680 1640.24928 1640.40000
8.01 0.27770 2314.51842 2392.92000




Anexo B

Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas
Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 351 (305 nm)

. . Coeficiente .. Coeficiente

pH Absorbancia Coeflcu_an_te b predicho por el pH Absorbancia Coeflcm_:n_te de predicho por el

Absortividad Absortividad
programa programa
Primera parte Segunda parte

1.72 0.01013 208.45687 235.71000 9.06 0.29843 6139.19204 6135.60000
2.00 0.01177 242.05683 236.23000 9.27 0.29830 6136.44918 6125.59000
2.84 0.01153 237.25684 242.65000 9.28 0.29837 6137.82061 6124.98000
2.99 0.01283 263.99966 245.75000 9.58 0.29783 6126.84920 6098.63000
3.24 0.01347 277.02821 253.98000 10.08 0.28933 5951.99228 5988.29000
3.59 0.01420 292.11391 277.14000 10.33 0.28063 5773.02108 5869.89000
5.26 0.08040 1653.94071 1718.56000 10.56 0.27513 5659.87837 5695.24000
5.71 0.15203 3127.53880 3108.61000 10.70 0.26753 5503.53572 5547.47000
6.35 0.24630 5066.73629 5002.56000 10.92 0.25760 5299.19313 5238.72000
6.84 0.27690 5696.22118 5730.62000 11.11 0.24320 5002.96494 4893.29000
7.30 0.28993 5964.33512 6006.05000 11.24 0.23183 4769.13667 4620.17000
7.60 0.29757 6121.36349 6083.66000 11.42 0.20650 4247.99449 4210.55000
8.43 0.29850 6140.56346 6151.78000 11.61 0.18190 3741.93800 3771.27000
8.52 0.29960 6163.19201 6154.02000 11.79 0.15227 3132.33879 3384.06000
8.85 0.30010 6173.47771 6159.20000 11.92 0.14883 3061.71031 3137.05000
9.06 0.29843 6139.19204 6160.95000 12.27 0.12860 2645.48228 2640.12000
12.43 0.12840 2641.36800 2489.95000




Anexo B

Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas
Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 351 (241 nm)
. . Coeficiente . . Coeficiente
pH Absorbancia Coeﬂugn_te de predicho por el pH Absorbancia Coeflcu_en_te de predicho por el
Absortividad Absortividad
programa programa
Primera parte Segunda parte
13.05 0.33177 6824.90543 6824.90543 5.59 0.25977 5343.76450 5344.28000
12.66 0.21007 4321.36582 4321.36582 3.39 0.02063 424 45659 414.48000
12.32 0.19067 3922.28063 3922.28063 2.96 0.02120 436.11372 375.72000
11.96 0.18440 3793.36651 3793.36651 2.96 0.01740 357.94239 375.72000
11.50 0.18973 3903.08065 3937.83000 2.61 0.01583 325.71386 362.97000
Tercera parte 2.09 0.01527 314.05674 355.78000
12.32 0.19067 3922.28063 3922.28063 2.00 0.01857 381.94236 355.20000
11.96 0.18440 3793.36651 3793.36651
11.50 0.18973 3903.08065 3903.08065
9.36 0.39093 8042.04671 8042.04671
6.49 0.45250 9308.55936 9308.55936




Valores de coeficientes de absortividad empleados en las graficas Anexo B

Valores obtenidos por la técnica de UV-Vis. LQM 351 (241nm)
: Coeficiente de Coeficiente predicho . Coeficiente de | Coeficiente predicho
Ell Al Absortividad por el programa e Absarbancia Absortividad por el programa
Primera parte Segunda parte

6.49 0.45250 9308.55936 9308.40000 12.32 0.19067 3922.28063 3828.82000
5.59 0.25977 5343.76450 5344.28000 11.96 0.18440 3793.36651 3854.31000
3.39 0.02063 42445659 414.48000 11.50 0.18973 3903.08065 3937.83000
2.96 0.02120 436.11372 375.72000 9.36 0.39093 8042.04671 8036.67000
2.96 0.01740 357.94239 375.72000 6.49 0.45250 9308.55936 9311.71000
2.61 0.01583 325.71386 362.97000

2.09 0.01527 314.05674 355.78000

2.00 0.01857 381.94236 355.20000
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