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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El clonixinato de lisina (CLX-Lys) es un principio activo
que funciona como analgésico antiinflamatorio del tipo no
esteroide (AAINES); su mecanismo de accién consiste en la
inhibicién de la ciclooxigenasa-1, (COX-1) y la ciclooxigenasa-2
(COX-2), que son las enzimas responsables de la sintesis de las
prostaglandinas y tromboxanos, las cuales participan en los
procesos de inflamacion, dolor y fiebre.

0]
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OH

NH _ NH,
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Cl

FIGURA No. 1 ESTRUCTURA MOLECULAR DEL
CLONIXINATO DE LISINA (CLX-Lys)



INTRODUCCION

En humanos el CLX-Lys se utiliza principalmente contra
enfermedades reumaticas, dolor postquirurgico, dolores de
cabeza, migrana, dolores dentales, etc. No produce problemas
respiratorios, ni dependencia psiquica ni fisica y no causan
tolerancia (1).

El conocimiento de las constantes de acidez, pKa’s,
permite inferir sobre las propiedades de solubilidad,
estabilidad, absorcién, actividad y dosificacion del clonixinato
de Iisina en el organismo. Esta informacion es esencial en la
propuesta de formulacion de nuevos medicamentos. Hasta
ahora, para el clonixinato de lisina existe reportado un solo
valor de pKa (2). El LEM-Farmacia y la Seccién de Quimica
Analitica de la FES Cuautitlan, han desarrollado estudios para
la caracterizacion fisicoquimica del clonixinato de Iisina en
agua y mezclas etanol-agua. La importancia de estos estudios
radica en que este tipo de mezclas son empleadas como
excipientes en algunas formas farmacéuticas. Las mezclas
etanol agua son empleadas, en la elaboracién de soluciones
inyectables. En este tipo de forma farmacéutica el limite de
concentracion de etanol debe estar dentro del intervalo de 5-
10% v/v, ya que por arriba de 10% causaria dolor al ser aplicado
(3) y por abajo del 5% tal vez perderia su funcién como
disolvente al emplear mezclas etanol-agua el valor de pKa,
varia razon por la cual es importante realizar estudios en este
tipo de mezclas. En el presente trabajo fue posible obtener los
valores psKa® para ambos porcentajes. Adicionalmente, las
mezclas etanol-agua generan un medio lipéfilico, que permiten
comprender el comportamiento de esta molécula en un sistema,
biolégico ya que las interacciones tienden a ser mas lipofilicas
que hidrofilicas en dichos medios.

€«

la letra “s” es solo para diferenciar que se trata de un pKa calculado en
un solvente diferente al agua

2



INTRODUCCION

En el presente trabajo fue posible la determinaciéon de dos
constantes de acidez en agua y en mezclas etanol agua a partir
de medidas espectrofotométricas; ademas, se constatdé que, bajo
las condiciones experimentales del presente trabajo, la
absorbancia medida en el intervalo de A =220-400 nm,
corresponde al dcido clonixinico (H:CLX). Ademas, la presencia
de puntos isosbésticos puso de manifiesto la existencia de los
equilibrios acido-base. Por lo que los datos espectrofotométricos
se alimentaron en los programas computacionales TRIANG y
SQUAD (4,5,6) para determinar el numero de especies
absorbentes y los valores de pKa’s respectivamente.

Por otra parte, se realizaron dos -correlaciones
multiparamétricas, con el fin de predecir las constantes de
acidez para otras mezclas de composicion intermedia, no
determinadas experimentalmente en este estudio.

1) La funcién Yasuda-Shedlovisky (7,8), es util para la
obtencién, mediante extrapolacién, del valor de un pKa en
medio acuoso a partir de los valores de psKa en medios
semi-acuosos, cuando un compuesto es poco soluble en
agua. Asimismo permite predecir por interpolacién,
valores de psKa’s (como es nuestro caso) para mezclas de
diferente composicion.

2) Una regresién multiparamétrica involucrando el término
de Kirwood, que mide las interacciones no especificas del
disolvente y el parametro empirico de polaridad
normalizado £}, relacionado con la acidez de Lewis,

propuesto por Reichardt.

Los resultados por ambos métodos fueron comparados
estadisticamente mediante la prueba de ANOVA multifactorial.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar espectrofotométricamente las constantes de
acidez del dcido clonixinico presente en el clonixinato de lisina,
a través de los programas computacionales SQUAD y TRIANG,
en agua y en mezclas etanol agua (10,20, 30 y 40% V/V) para

contribuir a su caracterizacién fisicoquimica.



OBJETIVOS

2. OBJETIVOS
PARTICULARES

OBJETIVOS PARTICULARES:

v

v

Establecer las condiciones experimentales 6ptimas para la
obtenciéon de los espectros de absorciéon en funciéon del pH
para el clonixinato de lisina.

Determinar el niumero de especies absorbentes y el valor
de las constantes de acidez mediante los programas
computacionales TRIANG y SQUAD respectivamente, a
partir de los datos espectrofotométricos en cada medio.
Analizar los valores de las constantes de acidez obtenidas
en funcién de las propiedades de los medios para analizar
las interacciones de las moléculas con el disolvente.
Proponer los equilibrios de acidez y asociar a cada
equilibrio la constante correspondiente.

Predecir las constantes de acidez por el método de
Yasuda-Shedlovisky y los parametros empiricos de

polaridad en mezclas etanol agua.



MARCO TEORICO

3. MARCO TEORICO

4.1 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANALGESICOS
ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDES (AAINES)

El mecanismo de accién del clonixinato de lisina (CLX-
Lys), de acuerdo a Pineros (9), atin no ha sido elucidado. Sin
embargo, se presupone que actia de manera semejante a los

analgésicos antiinflamatorios del tipo no esteroides, abreviados
AAINES.

De manera general, estos analgésicos reducen los
sintomas de dolor inflamacién y fiebre. La acciéon principal de
todos los AAIES es la inhibicién de la ciclooxigenasa-1 (COX-1)
y de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), enzimas que convierten el
acido araquidonico en endoperodxidos ciclicos, los cuales se
transforman en prostaglandinas y en tromboxanos mediadores
de la inflamacién ver figura No.2 (1).
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Al inhibir a las ciclooxigenasas y la subsecuente sintesis
de prostaglandinas, se reduce la liberacion de sustancias y
mediadores inflamatorios, previniendo de esta forma la
activacion de los nociceptores terminales; de modo que los
AAINES alivian el dolor asociado con la inflamacion. El hecho
de que los AAINES no produzcan sueno, ni alteraciéon en el
humor, ni provoquen alteraciones en la conciencia, hace
postular que su sitio de accion sea el hipotalamo.

Fosfolipido de la membrana

FOSFOLIPASA A;

Corticoesteroides

v .o .
Antiinflamatorios

Araquidonato

LIPOOXIGENASA CICLOOXIGENASA

AAINES

Leucotrienos Prostaglandinas y
Tromboxanos

FIGURA No. 3 CONVERSION DEL ACIDO ARAQUIDONICO A
PROSTAGLANDINAS Y TROMBOXANOS POR VIA DE LA
CICLOOXIGENASA Y A LEUCOTRENIOS POR LA ViA DE LA
LIPOOXIGENASA.
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La figura No. 3 indica por qué los AAINES sé6lo inhiben la
sintesis de la ciclooxigenasa con lo cual reduce los efectos
secundarios que se les atribuye a los antiinflamatorios
corticoides (10).

4.1.1IFARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA DEL
CLONIXINATO DE LISINA

El clonixinato de Iisina es un derivado del acido
antranilico que inhibe la enzima prostaglandina sintetiza a
nivel cromosomal, responsables de la sintesis de
prostaglandinas; al inhibir esta enzima no se sintetiza la PEG y
la PGE II ni la PEGF II y esto conlleva a la disminucién de la
bradicardia. De esta manera, de forma indirecta, se impide la
sensibilizacion de los receptores dolorosos periféricos y se
consigue la eliminacién del dolor.

Las concentraciones séricas por via oral o intravenosa, son
similares a partir de los 75 minutos; a los 240 minutos
disminuyen hasta desaparecer a los 360 minutos, lo que
muestra el bajo poder acumulativo de este farmaco a nivel
sérico. Se deposita ampliamente en todos los tejidos. (11) Se
biotransforman via hepatica por la familia enzimatica del
citocromo, en su mayoria cuentan con buena biodisponibilidad;
su excrecién es fundamentalmente renal y, en su mayoria, en
forma de productos de biotransformacién. La velocidad de
absorcion puede ser menor si se combina con alimentos, aunque
se suglere su administracion acompanada de alimentos o
antiacidos para disminuir el efecto negativo sobre la mucosa
gastrica, sobre todo cuando es administrado por un largo
periodo de tiempo (1).
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4.1.2 INDICACIONES TERAPEUTICAS DEL CLONIXINATO
DE LISINA

El CLX-Lys esta indicado como analgésico en
padecimientos que causan dolor agudo o crénico en las diversas
especialidades médicas

I.- Cirugia: dolor post-quirirgico e intervenciones ginecoldgicas,
ortopédicas, urolégicas y de cirugia en general.

II.- Traumatologia y ortopedia: dolor por traumatismo en
general, fracturas, mialgias, lumbalgias, esguinces, etc.

III.- Ginecologia y urologia: dismenorrea, dolor post-parto,
cistitis, prostatitis, etc.

IV.- Odontologia y proctologia: odontalgias, dolor por
hemorroides y cirugia proctologica.

V.- Medicina general: dolor reumatico, gota, cefaleas, sinusitis,
neuralgias.

VI.- Oncologia® cuadros dolorosos en pacientes con cancer.

4.1.3 VENTAJAS DEL CLONIXINATO DE LISINA

v" No producen depresion respiratoria
v" No producen dependencia psiquica ni fisica

v" No desarrollan tolerancia

10
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4.1.4 DESVENTAJAS DEL CLONIXINATO DE LISINA.
El clonixinato de lisina puede causar:

> Esofagitis (siendo sus complicaciones maés frecuentes
hemorragia y perforacién)

» Gastroduodenitis

» Lesiones topicas

» Indigestion y diarrea

4.1.5 CONTRAINDICACIONES DEL CLONIXINATO DE
LISINA

No se debe administrar el clonixinato de lisina a persona:

¢ A menores de 10 anos

e A personas de la tercera edad

e A personas sensibles al farmaco

e No se recomienda su uso en mujeres embarazadas o que
se encuentren lactando.

e Personas que presenten defectos en la coagulacion

e Personas que presenten alteraciones en la funcion renal

e Personas que presenten alteraciones en la funcién
cardiaca

e Personas que presenten alteraciones de la funcién
hepatica

e Personas que presenten con antecedentes de patologias

gastricas

11
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4.2 MONOGRAFIA DEL CLONIXINATO DE LISINA

TABLA No. 1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL CLONIXINATO

DE LISINA
Nombre Sal de L-lisina 2-(3-cloro-2-metilfenil)amino)-
quimico 3-piridina 4cido carboxilico(12)
Lisina 2-(2-metil-3-cloro-anilina)-3
nicotinato(12)
Propiedades Polvo fino amorfo, de color amarillo claro, de
fisicas olor caracteristico muy irritante y picante de
sabor amargo. (13,14)
Numero  de | CAS 55837-30-4(15)
registro CAS
Formula C19H25CIN4O4(15)
empirica
Peso molecular | 408.88 g/mol(15)
Formula O|
estructural On° HN OH
NH,
R
(9)
Punto de | 205°-210°C (con descomposicién) (12)
fusion
Solubilidad Soluble en agua y soluciones alcalinas diluidas
Ligeramente soluble en metanol y etanol
Practicamente insoluble en acetona, tolueno y
cloroformo.(12)
Conservacion | En  recipientes cerrados. Almacenar a

temperaturas que no excedan los 15°C (El
refrigerador puede ser utilizado).(12)

12
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4.3 PREFORMULACION

Cualquier principio activo que se pretenda comercializar
para su empleo con un fin terapéutico, debe pasar por una serie
de etapas encaminadas a la obtencion de un medicamento
seguro y eficaz, para lograrlo es mnecesario un trabajo
multidisciplinario hasta que se obtiene la forma farmacéutica
mas adecuada para ese principio activo. A este trabajo se le
conoce como preformulaciéon y abarca el conocimiento de las
caracteristicas biofarmacéuticas, fisicoquimicas,
farmacotécnicas y el desarrollo de la forma farmacéutica final.

Las caracteristicas fisicoquimicas y farmacotécnicas que
deben ser consideradas son: (16)

Cristalinidad y polimorfismo

Punto de fusién

Solubilidad, en la cual se ven involucrados:
o El valor del pKa
o Influencia de la temperatura
o Perfil de solubilidad en funcién del pH
o Coeficiente de reparto
o Mecanismo de solubilizacién
o Velocidad de disolucién

Fluidez

Estabilidad

Compatibilidad

13
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4.4 METODOS PARA LA DETERMINACION DEL pKa.

Existen diferentes métodos por los cuales se puede
determinar experimentalmente las constantes de equilibrio,
algunos de estos métodos se muestran en la tabla No.2 (17)

TABLA No. 2 ALGUNOS METOD}OS REPORTADOS PARA LA
DETERMINACION DE pKa’s

METODO REFERENCIA

Titulacién potenciométrica | Rosenberg y Wagenknecht (1986)

Espectrofotometria UV-Vis | Asuero et al. (1986)

Medicién de la solubilidad | Zimmerman (1986a, 1986b)

Técnicas de HPLC Gustavo Gonzalez (1993)
Electroforesis capilar Chauret et al. (1995)
Formacién de espuma Alvarez Nunez y Yalkowsky (1997)

Dentro de estos métodos, uno de los mas empleados es la
espectrofotometria UV-Vis. Para poder procesar los datos
espectrofotmétricos se tiene que considerar la complejidad del
sistema. Es recomendable plantear un modelo quimico que sea
representativo del sistema, acorde con el numero y la
naturaleza de las especies en solucién. En sistemas sencillos el
tratamiento de los datos experimentales puede simplificarse
aplicando métodos graficos tradicionales pero, para casos de
sistemas mas complejos se requiere de la aplicaciéon de métodos
graficos mas sofisticados o bien de métodos computacionales.
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4.5 ABSORCION DE LOS FARMACOS

La absorcion de un principio activo consiste en el paso de
sus moléculas desde el lugar de su administraciéon hasta la
circulacion sanguinea, a través de una barrera bioldgica. Esta
absorcion no puede realizarse si no es a partir de una
dispersiéon molecular del farmaco en el medio biolégico del lugar
de administracion, es decir, a partir de una soluciéon acuosa.

La absorcion de un principio activo depende de numerosos
parametros entre los que destacan principalmente las
propiedades fisicoquimicas de la molécula del farmaco. Este
fenomeno depende también de las etapas que le han precedido
en la fase biofarmacéutica, puesto que no puede absorberse mas
principio activo que el que se ha liberado previamente de la
forma farmacéutica, y disuelto en el medio bioldgico del sitio de
administraciéon. Las etapas de liberacion y disoluciéon pueden
ser factores limitantes de la absorcion propiamente dicha, tanto
en la magnitud como en la velocidad.

Para ser absorbido, todo principio activo debe disolverse
previamente, excepto en algunos casos, debido a su velocidad de
absorcion esta en funcion de su velocidad de disolucion en los
liquidos del organismo (por ejemplo, conducto gastrointestinal)
y de la velocidad de difusion de sus moléculas disueltas en estos
medios liquidos, hacia las paredes celulares, como se muestra
en la siguiente figura

Disolucion
Principio activo » Absorcion
Difusion

15
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Esto corresponde al principio anunciado por Benet: “antes
de cruzar una membrana bioldgica, el principio activo debe ser
solubilizado en los liquidos que banan la membrana”

La absorcion de un principio activo depende de:

» Su velocidad de disolucion en el medio biolégico que bana
las membranas.

» Sus caracteristicas fisicoquimicas propias, capaces de
influir en los modos de absorcién (pKa, coeficiente de
reparto, estabilidad, etc). Esta aptitud del fArmaco a ser
mas o menos facilmente absorbido es lo que llamamos
“absorbilidad” propiamente dicha y no depende mas que
se sus propios caracteres fisicoquimicos. (18).

4.6 ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrofotometria es una técnica de analisis quimico
en donde el uso de la radiacion electromagnética se aplica en la
determinaciéon de la concentracion de sustancias quimicas. Su
fundamento se basa en que algunas moléculas tienen la
capacidad de absorber un fotén, provocando que la energia de la
molécula se incremente o, si pierde dicho foton, su energia se
vera disminuida. Estos cambios pueden observarse a través del
espectrofotometro.

16
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Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del
haz de luz disminuye. La potencia radiante, P, se evaliua como
energia por segundo por unidad de area de luz. La luz se hace
pasar por un monocromador (un prisma, una rejilla de
difraccién o un filtro) para aislar, una sola longitud de onda.
Esta ultima, de potencial radiante Py, 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<Py.

La transmitancia, 7, se puede definir como la fraccion de
la luz incidente que sale de la muestra.

Por lo tanto, 0 < 7' < 1. La transmitancia porcentual es
simplemente 1007 y 0% < % 7'< 100%

Una magnitud fisica mas util es la absorbancia, que se
define como

A =log,, [%] =-10gT ...covvrernen. (4.2).

Cuando no se absorbe la luz, P=F» y entonces A = 0.
Cuando se absorbe 90% de la luz, 10% de ella se transmite y
P=P410. Con esto se tiene A = 1. Cuando sélo se transmite el
1% de la luz, A = 2. La absorbancia también se llama a veces
densidad optica, que se abrevia DO y en ocasiones se
representa con .

17
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La importancia de la absorbancia estriba en que es
directamente proporcional a la concentraciéon de especie
absorbente en la muestra:

A =¢ebc (4.3)

La ecuacion 4.3 es fundamental para aplicar la
espectrofotometria en quimica analitica, se denomina ley de
Beer - Lamber, o simplemente ley de Beer. La absorbancia A, es
adimensional. La concentracion de la muestra, ¢ suele
expresarse en moles por litro (M). La longitud del trayecto
optico, b, se expresa comunmente en centimetros. La letra ¢ se
llama coeficiente de absortividad molar y sus unidades son
M1lcm? puesto que el producto &£bc debe ser adimensional. La
absortividad molar es la propiedad caracteristica de las
sustancias que indica cuanta luz se absorbe a una longitud de
onda dada.

La ecuacién (4.3) se puede escribir:

A/1 = g;Lbc

(4.4)

debido a que los valores de A y & dependen de la longitud de
onda de la luz. La cantidad & es simplemente un coeficiente de
proporcionalidad entre la absorbancia y el producto bec. A mayor
g, mayor es A. Un espectro de absorcion es una grafica que
indica en qué forma A4 (o & depende de la longitud de onda.

18
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4.6.1 FALLAS DE LA LEY DE BEER

La ley de Beer establece que la absorbancia es
proporcional a la concentraciéon de las especies absorbentes.
Esto se verificar muy bien en el caso de soluciones diluidas
(£ 0.001 M) de la mayoria de las sustancias. Las fallas
aparentes de la ley de Beer en soluciones con concentraciones
mas altas pueden atribuirse a cambios en las especies
absorbentes o en las propiedades de la solucion.

Conforme una solucién se vuelve mas concentrada, las
moléculas de soluto interactian entre si debido a su
proximidad. Cuando una molécula interactiia con otra, es
probable que cambie las propiedades eléctricas de ambas
(incluyendo la absorcién de la luz). Como resultado se tiene que
la grafica de absorbancia en funciéon de la concentracion deja de
ser una linea recta. En caso excepcional de una solucion muy
concentrada, el soluto se convierte en el solvente. Es claro que
no puede esperarse que las propiedades eléctricas de una
molécula sean las mismas en diferentes solventes!. En algunos
casos, solutos que no absorben pueden interactuar con las
especies absorbentes y modificar la absortividad aparente.

La interaccion fisica de dos solutos es sbélo un caso de
equilibrio quimico (la asociacién de dos solutos) que afecta la
absorbancia observada. Otro caso aiin mas simple es el de un
electrélito débil. En soluciéon concentrada predomina la forma
no disociada, HA, del acido. Conforme se diluye la solucién, la

1 La absorbancia aparente también depende del indice de refraccién, n, de
la solucién. Para concentraciones de soluto suficientemente altas, el indice
de refraccion cambia y la variaciéon de la absorbancia parece no obedecer
la ley de Beer. La dependencia de la absorbancia respecto al indice de
refraccién ésta por A= ebcn/(n2+ 2)2.
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disociaciéon se incrementa. Si la absortividad de A no es la
misma que la de HA, la solucién aparenta alejarse de la ley de
Beer a medida que se diluye (19)

4.6.2 PUNTOS ISOSBESTICOS

Durante una reaccién quimica una especie absorbente X
se convierte en otra especie absorbente Y. Esta clase de
transformaciones lleva a un comportamiento caracteristico que
se muestra en la figura No.4 en la cual se puede observar una
familia de espectros de absorcion, a diferentes pH en donde
aparecen  intersecciones multiples, llamados  puntos
1sosbésticos. Estos puntos ocurren cuando uno o varios
equilibrios, simples y definidos, tienen lugar en disolucién y
pueden ser dependientes del pH, de la concentraciéon de un
componente de la reacciéon y de la composicion del disolvente.
(17)

PUNTOS ISOSBESTICOS pH=1.31

1.310 pH=1.71

1.0 pH=2.11

A \f ) N
B 0.9 PUNTO ISOSBESTICO i
0.8 A2 . pH=2.91

S 0.7 A .210 pH=4.31
0O o6 ’\_ y - pH=4.52
. , pH=4.71

R 05 4/ PUNTO ISOSBESTICO pH=512
B 0.4 pH=5.21
A 03 6.21 \ ig;gzi
N 02 pH=5.80
) pH=6.02

C o1 1.31 pH=6.21
I 00 — pH=6.42
pH=6.61

A 233 253 273 293 313 333 353 373 393 pH=7.02
pH=7.42

LONGITUD DE ONDA (nm)

FIGURA No.4 FAMILIA DE ESPECTROS CON UN PUNTO
ISOSBESTICO

20



MARCO TEORICO

La aparicion de dos o mas maximos de absorcion en un
espectro puede ser el resultado de:

1) mas de una transicion electronica de las especies
absorbentes

i1) la existencia de més de una forma de una misma
especie

ii)) la existencia de mdas de una especie absorbente en la
solucién bajo las condiciones experimentales.

La presencia de un punto isosbéstico pone en evidencia
que la absorbancia es constante en ese punto, por lo cual se
puede concluir que existen dos especies absorbentes
principales.

4.6.3 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ
EMPLEANDO DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS.

En mezclas de disolventes la constante de disociacion de
un compuesto organico puede ser escrita de la siguiente forma:

SH+HA =2 A" +SH; (4.5)

En donde SHo* denota al proton solvatado, HA y A" se
refleren a la forma acida y basica del compuesto,
respectivamente.
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La constante de disociacion aparente psKa en el medio
puede calcularse mediante la ecuacién 4.6 (20)

N A-Ax
psKa=p[SH2]+10gAHA_A (4.6)

En donde Aa- es la absorbancia de la especie ionizada en
un ambiente basico, Ana es la absorbancia de la especie acida
en un ambiente 4cido y A es la absorbancia de la mezcla (Aga +
Aa) para valores de pH intermedios. Para determinar el valor
de psKa a partir de datos espectrofotométricos es necesario
determinar la relacién (A- Ax-)/(Aua—A) a diferentes longitudes
de onda, en donde las especies acidas y basicas estan lo
suficientemente lejanas una de la otra, a partir de los cuales se
calcula el valor de psKa en cada punto. Los valores de Ana y Aa-
son determinados espectrofotométricamente y la concentracion
del proton solvatado, en la mezcla de disolventes SHa*, puede
determinarse mediante potenciometria.

Los espectros electronicos son faciles de medir con alta
precision y baja concentracion. Con los métodos convencionales
generalmente una parte considerable de la informacién no se
aprovecha. Debido a lo anterior, en la actualidad se han
desarrollados varios programas computacionales, que se
emplean en la determinaciéon del numero de especies y el valor
de la constante de estabilidad a partir de datos
espectrofotométricos (21).
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4.6.4 LIMITACIONES DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO

El método espectrofotométrico esta basado en la
observacion de cambios espectrales debido a la protonacion o
desprotonacion, es decir, permite el calculo de la concentracién
de las formas del compuesto. Para lo cual las determinaciones
deben de ser realizadas en un intervalo superior a 4 unidades
de pH. El método presenta también los problemas de
traslapamiento y valores extremos de pH. Este método puede
proporcionar valores mas exactos que otros métodos, ain en
compuestos extremadamente acidos (pKa < 2) 6 basicos (pKa
>11). El método espectrofotométrico més ampliamente usando
en la determinacién de valores de pKa es el método basado en
las aproximaciones de Flexer , en el que se lleva a cabo la
medicion de la relacién de las concentraciones de la forma acida
a la forma basica [Cup/Cs7] en funcion del pH, a partir de los
datos espectrofotométricos (6).
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4.7 METODOS COMPUTACIONALES

Con la finalidad de poder superar las limitaciones de los
métodos graficos, el uso de programas computacionales como
TRIANG y SQUAD son una excelente alternativa ya que
permiten el refinamiento de constantes de equilibrio en
sistemas multicomponentes complicados; ademas, proporcionan
valores con mayor precisiéon ya que los resultados obtenidos se
pueden evaluar mediante parametros estadisticos como son la
desviacion estandar y la suma de cuadrados.

En el presente trabajo se emplearon los programas
TRIANG para determinar el nimero de especies absorbentes y
SQUAD para refinar las constantes de estabilidad.

4.7.1 TRIANG

Es un programa de computacion escrito en lenguaje
FORTRAN? que estima el numero de especies que absorben
radiacion electromagnética en un sistema, a partir de datos de
absorbancia a diferentes longitudes de onda y diferente
composicion quimica del sistema, considerando un error de
transmitancia (AT).

2 FORTRAN, del inglés Formula Translating System, es un lenguaje de programaciéon de
alto nivel de propésito general, procedimental e imperativo, que esta especialmente
adaptado al calculo numérico y a la computacién cientifica. Desarrollado y usado para
aplicaciones cientificas y de ingenieria, ha estado en uso continuo por mas de medio siglo
en areas de computo intensivo tales como la prediccién numérica del tiempo, andlisis de
elementos finitos, dindmica de fluidos computacional, fisica computacional, y quimica
computacional. Es uno de los lenguajes mas populares en el area del la computacién de
alto rendimiento.
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La forma de establecer si una especie quimica que absorbe
radiacion electromagnética involucra una comparacién entre
valores de absorbancia y los errores asociados a las mismas; es
suponiendo el cumplimiento de la ley de Beer y la ley de
aditividades, de acuerdo al algoritmo que se muestra en la
figura 5.

MATRIZ P MATRIZ E
(ABSOE?BANCIAS) (EI?ROR)
| ‘ |

PIVOTEODEPY E
(ELEMENTO MAYOR EN LA POSICION 1.1)

MATRIZ P’ ~ MATRIZE
(TRIANGULACION) ~ (PONDERACION DEL ERROR)

COMPARACION DE LOS ELEMENTOS DE LA DIAGONAL

FIGURA No.5 ALGORITMO QUE USA EL PROGRAMA DE TRIANG

TRIANG calcula los elementos de una matriz de error,
considerando el valor de AT, la ecuacién del error en
absorbancia y la teoria de propagacion de error.
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Al comparar las diagonales, verifica si el elemento E’j,j de
la matriz del error multiplicado por tres es menor que el
elemento P’j,) de la matriz de absorbancias; entonces se
concluye que este elemento diagonal de la matriz de
absorbancias es diferente de cero; en caso contrario, se concluye
que ese elemento es igual a cero.

El niimero de especies que absorben en ese sistema se
estima como la suma de los elementos P’j,j diferentes de cero.

El error en las lecturas de transmitancia (AT) es igual a:

1/2
EZ

volumétrico

AT = E?

instrumental +

(4.7)

El error instrumental es igual al error que se comete en
las lecturas de absorbancia y es funciéon del espectrofotémetro
empleado.

El error volumétrico esta asociado fundamentalmente al
material utilizado en el experimento para la manipulacion y
mediciéon de liquidos; por lo tanto es importante estimar el
valor de AT para obtener una mejor informaciéon de TRIANG:;
sin embargo, hay que tener cuidado, ya que esta informacién no
es concluyente.

Para datos espectrofotométricos obtenidos experimentales
el valor de AT debe encontrarse en el intervalo de 0.003< AT <
0.010(4)
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4.7.2 SQUAD

SQUAD es un programa de computacién que esta escrito
en lenguaje FORTRAN. Este programa esta especialmente
elaborado para refinar constantes de equilibrio a partir de un
modelo quimico propuesto, empleando un conjunto de espectros
de absorbancia obtenidos a diferentes composiciones quimicas
del sistema.

El modelo quimico propuesto puede ser dependiente o

independiente del pH. El modelo quimico propuesto puede
tener especies del tipo:

Mn M1 H; Li L

m,1,j,q=0
Donde:
M o M’=16n metalico
H= protén
L, L’=ligando

m,l,J,q= coeficientes estequiométricos
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El refinamiento de las constantes se realiza por medio de
una minimizaciéon de la suma de los residuos de absorbancia
cuadraticos - por minimos cuadrados no lineales- empleando el
algoritmo de Gauss-Newton.

I NW

U — ZZ 1'7,1]f o 1'1,?]{

=1 k=1

2

I =Todas las soluciones.
NW = Todas las longitudes de onda.

AT x = Absorbancia calculada por Squad en la i-ésima solucién
a la k-ésima longitud de onda.

AE;x = Absorbancia experimental en la 1-ésima solucién a la k-
ésima longitud de onda.

La resolucion de la minimizacion requiere el calculo de las
absorbancias a la k-ésima longitud de onda en la 1-ésima
solucion.

Para conocer los valores de absorbancia se necesita
resolver la ecuaciéon de Beer; SQUAD propone los coeficientes
de absortividad molar por especie y determina la concentracion
de cada una de las especies empleando el algoritmo de Newton-
Raphson.

Se dice que el programa converge sl encuentra una
diferencia en la minimizacién de un ciclo interactivo a otro con
una diferencia como maximo de 0.001. Aunque se cumpla lo
anterior, no siempre se tiene el mejor refinamiento debido a que
se puede tener una convergencia en un minimo relativo.
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Las herramientas estadisticas que SQUAD emplea para
determinar si el modelo quimico propuesto explica la
informacién experimental alimentada son:

1. Parametro de correlacién (matriz)

2. La desviacion estandar sobre los datos de absorbancia
(Odatos),y de las constantes (Octe)

3. La desviacién estandar por espectro (Gespectro)

4. La desviacion estandar sobre los coeficientes de
absortividad molar (Ocoef).

El analisis estadistico que presenta SQUAD asi como los
intervalos que propone, dependen en gran medida de la
precision del espectrofotometro empleado, de la cantidad de
datos alimentados y, sobre todo, de la complejidad quimica del
sistema bajo estudio. (4)

4.8 DETERMINACION DEL pH

La determinacion del pH en mezclas etanol-agua requieren un
analisis mas cuidadoso que para un sistema acuoso puro. Las
propiedades del disolvente que influyen en un equilibrio Aacido-
base son: su caracter acido-base, la constante dieléctrica y la
constante de autoprotdlisis. El equilibrio de autoproélisis en
mezcla de disolventes es mucho mas complejo que en
disolventes puros. Esta ultima debido al efecto de la
transferencia del proton, se puede presentar como: la
transferencia del protén del agua al agua, del disolvente no
acuoso al mismo disolvente, del disolvente no acuoso al agua y
por ultimo la transferencia del protén del agua al disolvente no
acuoso.
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4.8.1DETERMINACION DEL pH EN MEDIO ACUOSO

Para establecer las condiciones experimentales reales se tiene
que considerar que el pH de nuestro sistema esta dado por la
siguiente ecuacion:

pa, =-log m,y, (4.9)

Donde:
pan= logaritmo negativo de la actividad del 16n hidronio
mu= molalidad de los 1ones hidrégeno
vu = coeficiente molal de actividad de los iones hidréogeno

A 25°C las diferencias entre molalidad y molaridad en
soluciones acuosas diluidas son practicamente despreciables.
En disoluciones acuosas es comuUn emplear concentraciones
molares en la ecuacién 4.9. Ademas, el coeficiente de actividad
esta formulado de tal manera que éste es igual a la unidad a
dilucién infinita: y g tiende a cero. De esta forma pan puede ser
calculado a partir del valor de concentracién del 16n hidronio y
del coeficiente de actividad para el mismo.

En disolucién diluida el coeficiente de actividad puede ser
estimado empleando la ecuacion de Debye-Hiickel:

AZ2II/2
log = - - (4.10)
1+ Bal'”

Donde:

I = fuerza i6nica

z = carga i6nica

4 = parametro de tamano del ion en A

A =0.509 y B= 0.329 (para soluciones acuosas a 25°)
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El pH operacional se define y se mide operacionalmente
en términos de una celda electromotriz (fem) completa,
compuesta de un electrodo indicador y uno de referencia; el
electrodo indicador mas empleado es el de vidrio mientras que
el de referencia suele ser el de calomel.

La ecuacion de Nernst sirve para representar el potencial
de la celda quedando la siguiente ecuacion:

E=E +0.05916 pa, -loga,, +E. (4.11)

Definiendo E= E°-0.05916 log aciref, esto se puede hacer

dado que estos valores permanecen constantes para un mismo
par de electrodos.

Resolviendo para pan:

E-E -E,
pay =

(4.12)
0.05916

E; es el potencial de unién liquida originado entre el puente
salino de KCl y la solucién de pH a determinar.
Tomando la ecuacién 4.12 se puede definir el valor de pH

operacional de una muestra desconocida (pHa) a partir de un
pH de una disolucién patrén (pHy).
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Asumiendo que para un par de electrodos el valor es
aditivo, se tiene que para E°+ E; permanecen constante cuando
un estandar es remplazado por una solucion desconocida, se
obtiene la definicion del pH operacional como:

E, -E
pH,-pH = ——F (4.13)

©0.05916

La mayor aproximacion cuando se emplea la definicién de
pH operacional es que el potencial de union liquida entre el
puente salino y la disoluciéon es el mismo, para el patréon y la
disolucion desconocida, implicando que los potenciales de unién
liguida se cancelan entre ellos. Aunque esto no sucede
estrictamente, la composicion de la solucion debe de ser lo mas
cercana posible al del estandar para evitar asi errores
apreciables (6).

4.8.2. MEDICIONES DE pH EN SOLUCIONES NO
ACUOSAS.

De la ecuacién de Nernst (4.11), a través de que se obtiene
el valor para el pan, dos parametros se ven modificados cuando
cambia la composicion del disolvente:

1) E1 valor del potencial estandar de los electrodos
empleados en la determinacion del pH, sufren una
alteracion con el cambio del disolvente.

2) El coeficiente de actividad, cambia porque la constante
dieléctrica del medio modifica los valores de A y Ba
presentes en la ecuacion de Debye-Hiickel ecuacion
(4.10)

32



MARCO TEORICO

Tomando en cuenta las anteriores modificaciones, se
puede reescribir la ecuacion para el calculo de pan, sélo que
ahora sera para soluciones no acuosas y se va a expresar como
par® y los potenciales y los coeficientes de actividad se
distinguiran con la letra “s”

E-E°

H = m + logm01 + log}/m (414)

pa

donde:

pa; =-log my qyy (4.15)

Como es usual, los nuevos coeficientes de actividad se
aproximan a la unidad en soluciones muy diluidas del
disolvente no acuoso en cuestiéon, ademas se asignan los valores
de pHs* a las soluciones amortiguadoras en cualquier
disolvente anfiprético y de esta forma poder establecer una
escala de pH* para cada disolvente anfiprotico asi se puede
medir el pH" operacional en cualquier disolvente. Hay que
considerar que es reducida la disposicién de amortiguadores en
disolventes no acuosos.

Para minimizar el trabajo en el calculo del pH*
operacional, debido a que existe una enorme cantidad de
disolventes, se estiman los efectos del medio o los coeficientes
de actividad de transferencia de los iones hidréogeno myn, en los
disolventes para los cuales la correlaciéon de las escalas sea
deseable.

33



MARCO TEORICO

Definiendo que:

pay, =pa, -log_7yy (4.16)

Si se conoce el valor de log myn para un medio
determinado, el valor numeérico de pan™ para ese medio puede
ser expresado en términos de la escala acuosa de pan.

Si se emplea el valor del E° del electrodo de Ag® - AgCl en
medio acuoso, se tiene una medida de potencial de celda de
hidrégeno-plata-cloruro de plata en medio no acuoso. De esta
forma la ecuacién (4.14) para pan queda:

- o
pay = % +logm +log,y +log, 7y (4.17)
El valor de pan que se calcula es el del estandar en medio
acuoso, es decir, todos los coeficientes de actividad se vuelven
unitarios a dilucion infinita en agua. Como las soluciones son
diluidas en el medio no acuoso, el coeficiente syc se aproxima a
la unidad, pero el coeficiente del medio, el myc persiste; por lo
tanto, si se considera el valor numérico del coeficiente de
transferencia para el ion cloruro, myci, se podria expresar el
valor del pan medido en disolventes no acuosos en una sola
escala acuosa.

En un estudio para mezclas metanol-agua y etanol-agua
como disolventes, se obtuvieron ciertas correlaciones entre el
pH y el pan’y fueron demostradas sus aplicaciones practicas en
soluciones amortiguadoras en medios alcohol-agua. Las
mediciones de pH fueron realizadas con electrodos de vidrio y
calomel saturado y estandarizados con amortiguadores acuosos
y los valores de la fuerza electromotriz fueron también medidos
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con dichas soluciones empleando una celda de hidrégeno (gas) y
Ag°® - AgCl. A partir de la fuerza electromotriz se obtienen los
valores de p(auyc), ya que ellos son iguales a la suma de los dos
términos de la parte derecha de la ecuacién (4.12). La
diferencia de las dos cantidades medidas arroja la siguiente
expresion:

_AE,
pH-p ayyy = T O0EOTE +log, 7y +1og. 7 (4.18)

Posterior al calculo del efecto salino del coeficiente de
actividad para el ion cloruro (syc) partiendo de la ecuacién de
Debye-Hiickel, Bates, Paabo y Robinson aislaron los términos
desconocidos

AR, +1 (4.19)
0.05916  em/a ‘

a partir de los cuales ellos calcularon la cantidad
relacionada:

AE.

i 4] =8 3 4.20
0.05916  &m’a (4.20

Restando la ecuacién (4.16) y combindndola con la
ecuacién (4.13) se tiene que:

*

pa, =pH__-& (4.21)

oper

3 El célculo hace uso del hecho de que log myH = log myHCL- log myCl. Los valores de log
myHC]I para sistemas H20-Alcohol son conocidos (22)
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Para cada medio etanol-agua, se ha estudiado los valores
de &, los cuales son constantes e independientes del pH; asi que,
la interpretacion de los valores operacionales de pH a partir de
la ecuacién (4.21) es posible (6).

4.9 POPIEDADES ACIDO BASE
4.9.1 TEORIA DE BRONSTED Y LOWRY

Segun Bronsted y Lowry, un acido es una sustancia capaz
de donar un protén y una base, es aquella sustancia que cuenta
con la capacidad de aceptar un protéon, de modo que se puede
representar en el siguiente equilibrio:

HAZTL > AZ+ 1T (4.21)

Donde z=0, + 1,.....

En disolucién el proton H* no puede estar aislado. La
reaccion acido-base se lleva acabo si se encuentra presente una
base que tenga una mayor afinidad por el proton que la
afinidad que la base Az tiene por éste. La mayoria de los
disolventes tienen caracteristicas acido-base, y la fuerza de
cada uno dependera del medio en el cual estén disueltos.
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4.9.2 TEORIA DE ACIDOS Y BASES DE LEWIS

Para Lewis, un acido es una molécula capaz de aceptar un
par de electrones y la base es la molécula que tiene la
capacidad de donar un par de electrones. La definicion de Lewis
amplia los conceptos de acido base a especies que no
necesariamente tienen H* reactivos. Una de las aplicaciones
mas simples de esta clasificacion es el caso de la reaccion entre
H30*y OH™ en solucién acuoso

:O + H—E)—H (4.22)
H

H\@ -.@
] [
H

aceptor de donador de enlace quimico
electrones electrones

El par de electrones donado por el OH™ es aceptor por el
H* (procedente de la disociacién de H3O*), formando de este
modo un enlace. Las definiciones de Lewis puede aplicarse a
reacciones que guardan poco parecido con las reacciones acido-
base en medio acuoso. (19)
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4.9.3 EFECTO DEL DISOLVENTE EN LAS PROPIEDADES
ACIDO-BASE

La disociacién de un acido HAZ, que cuente con una carga
z, y que se encuentre en un disolvente S capaz de aceptar iones
hidrégeno, presenta el siguiente equilibrio:

HA? +S = HS" + A** (4.23)

Para que se dé la disociacion de un acido en un disolvente
existen varios procesos, que fueron establecidos por Izmailov
(23). La dilucién de un acido (HA2) en un disolvente (S), consiste
en una solvatacion parcial del acido HAz por el disolvente S,
permitiendo una formacién transitoria del par i6nico HS*Az1,
De la completa dilucién del acido, resulta una total solvatacion
de estas moléculas y la ionizacion de algunas de éstas por la
transferencia del protén del acido al disolvente (S).

La cantidad de moléculas que se separaran para dar la
forma 1onizada del acido y el disolvente protonado, dependera
de la constante dieléctrica del disolvente (Se) y de las
propiedades acido base inherentes del propio acido. Se puede
asumir un ciclo de Born entre el disolvente y el vacio (en donde
no existe la solvatacién de las moléculas por el disolvente) para
las diferentes especies que participan en el equilibrio a partir
de esto, se puede deducir la ecuaciéon general que relaciona el

pKa del acido en el disolvente S ‘pK con los factores

principales que contribuyen para que su valor sea calculado.
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Debido a que la ecuacién resultante es algo complicada, se le
realizan algunas simplificaciones con fines practicos y son las
siguientes:

» El coeficiente de actividad para el disolvente tiene que ser
igual a la unidad (sélo se cumple en disoluciones diluidas)

> Las concentraciones de los pares iénicos (HS*AZ1) y la
especie 4cida sin solvatar son despreciables (lo cual solo
se cumple en disoluciones diluidas de disolventes con
moderada o alta constante dieléctrica, como son las
mezclas de etanol agua).

> Los valores de la energia libre de transferencia AG,de las

dos especies acido-base HAZ y AZ1 entre el disolvente y el
vaciio son similares

> El radio (r) de todos los iones salvatados (HAZ, AZ1, HS*)
es de igual tamano (24)

Tomando en cuentas las simplificaciones antes mencionadas
se obtiene la siguiente expresion:

_ S0
vac 0 _ e(zs 1) - z]Sc}solv (424)
2.303(°e)rkT 2.303RT

vac

SpKa = vac pK?—IA " vac pKHS+

Al medir el pK/pH en medios no acuosos o en mezclas de
disolventes, el estado estandar puede ser tomado como igual a
uno en el medio en el cual las mediciones son realizadas (S o
vac) o referidas al agua (w). El estado estdndar se refiere, se
indica por el sub indice del lado izquierdo de la propiedad a
considerar.
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La ecuacién (4.24) muestra los cuatro factores mas
importantes que afectan a la acidez de HA en el disolvente S.

S — vac 0 _ vac 0
Donde g pKa= ""pKi, VacpKHS+ son las constantes

intrinsecas de disociacion de la sustancia y del disolvente
protonado en el vacio, en el que no existe efectos de solvatacion,

el término :pK) .es el valor intrinseco de la basicidad del

disolvente. A mayor valor intrinseco del disolvente protonado la
basicidad del disolvente se reduce, y en consecuencia el valor de
la constante de disociaciéon del acido HAZ se reduce en el

disolvente. El término e(z-1)/2.303 ®¢ rkT representa las

Iinteracciones electrostaticas entre los ilones presentes en la
dilucién, las cuales dependen de: Z la carga de la especie acida
HAZ, de la constante dieléctrica del medio “¢ y del radio de los

iones r. En esta ecuacion “e’ representa la carga del electron y
kTes la energia de agitacién térmica (25,26)

Cada término dependera del valor de Z. Si se trata de una
base protonada del tipo HA*, Z=1, este término (el tercero) es
nulo, debido a que el nimero de cargas se mantiene constante.
Un cambio en la constante dieléctrica del medio, manteniendo
las demas interacciones de igual manera, no debe alterar el
valor de la constante dieléctrica del medio.

S1 Z <1, como seria el caso de un especie neutra HA con
un valor de Z=0, un incremento en el valor de la constante
dieléctrica del medio aumenta la acidez del acido. El ultimo
YEGY o ,
—>5 _sv_ “cyantifica las energias
2.303RT"

especificas de solvatacion de las diferentes especies que estan

término de la ecuacién (4.24)

presentes en el medio (por ejemplo, los enlaces de hidrégeno).
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Para una base AZ! se puede emplear la ecuacion anterior
para determinar su basicidad ya que ésta se encuentra
relacionada directamente con la acidez de su acido conjugado.
Esta misma ecuaciéon puede ser simplificada en varias formas.
S1 un acido esta solvatado en disolventes de basicidad muy

vac
vac

parecida (mismo valor de pK(;ISJ y con los mismos efectos de

solvatacion hacia el soluto, la ecuacion se puede establecer en
una relacién lineal entre los valores de : pKy el inverso de la

constante dieléctrica del medio (°¢), lo cual sélo es posible en
un caso hipotético, debido a que en la realidad no existen dos
disolventes con las mismas caracteristicas e interacciones hacia
el soluto.

Al ser el agua (w) uno de los disolventes mas empleados,
la relacion que se obtiene es la siguiente:

(z-1) 1 1) Z8G° -zv@°

S Ka:w KO _ vac KO ++vac KO .- e = o= |- &8 solv w " solv
sP wPBRHA T vae PRyse T v PPyor "o 303 e (B e 2.303RT

(4.25)

Se considera que el radio 16nico r permanece constante
cuando el 4cido se transfiere del agua (w) al disolvente (S) y
viceversa.

Para acidos con aproximadamente la misma carga y radio,
los cuales ademas presentan los mismos efectos de solvatacion,
la ecuacion anterior muestra que sus términos en agua y en el
disolvente S difieren en sélo una constante. Las dos primeras
condiciones son muy comunes, pero es muy dificil encontrar a
dos moléculas que presenten las mismas interacciones con el
disolvente.
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4.9.4. SOLVATACION PREFERENCIAL EN MEZCLA DE
DISOLVENTES

La solvatacion de un soluto en una mezcla de disolventes
es mucho mas compleja que la solvatacion en un disolvente
puro por lo que existen diversas teorias y modelos para este
proceso (27,28), aunque todas llegan a un punto en comun, que
es cuando en un soluto se disuelve en una mezcla de
disolventes, el efecto de la solvatacién especifica determina la
proporcion de los disolventes que estan presentes en la esfera
de solvatacion del soluto y es diferente a la del resto de la
disolucion. El soluto interactua con mayor fuerza con uno o mas
de los disolventes y es solvatado preferencialmente por estos
disolventes, de manera que la solvatacion preferencial es
atribuida al exceso o la deficiencia de uno de los disolventes
(26,29-32). Los valores de pKa, dependen de la composicién y de
las propiedades de estos disolventes en la esfera de solvatacion,
por lo que éstos son muy sensibles a la solvatacion preferencial.

El valor de pKa de un soluto guarda estrecha relaciéon con
el medio en el cual se encuentra disuelto. En principio, esto
depende de las propiedades de cada disolvente y normalmente
se observa que el pKa de un soluto presenta un comportamiento
lineal dentro de un intervalo de composiciéon limitado de
algunos de los disolventes. Las teorias desarrolladas en este
sentido tratan de explicar la influencia del disolvente en dichos
valores. Aunque a la fecha estas teorias no son del todo
satisfactorias, provocando el establecimiento de diversas
escalas empiricas de polaridad, las cuales han tratado de medir
los efectos a  través de parametros obtenidos
experimentalmente.
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4.9.5 PARAMETROS EMPIRICOS DE POLARIDAD

Aunque se ha intentado explicar las interacciones soluto-
disolvente lo que se ha observado es que un cambio del medio
provoca alteraciones en:

¢ la direccion

e La extension del equilibrio quimico

e Kl orden

e La cinéticay

¢ Kl comportamiento espectroscopico

Lo que pone de manifiesto el papel tan importante de los
disolventes en la evolucién de los procesos quimicos.

Las constantes fisicas de los disolventes como son: el punto
de fusion, el punto de ebullicién, el indice de refraccién, la
constante dieléctrica, etc., eran los que se tomaban en cuenta
para describirlos. Sin embargo, se encontraban inconsistencias
en el comportamiento de los solutos en los disolventes. Esto
puso de manifiesto que los disolventes no podian ser
considerados como sistemas macroscopicos continuos, sino mas
bien como estructuras dinamicas compuestas de moléculas que
interactian de manera diferente entre ellas y con los diferentes
solutos. La constante dieléctrica al ser un parametro
macroscopico puede utilizarse para describir el comportamiento
global del disolvente, pero es incapaz de proporcionar una
adecuada descripcién de la esfera de solvatacion alrededor del
soluto. Esta situacion generd la necesidad de establecer nuevos
parametros para la descripciéon cuantitativa de las
Iinteracciones entre soluto disolvente, que involucran escalas
empiricas de polaridad (33).
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Para establecer estas escalas se eligen procesos sensibles a
los disolventes en los que se involucra un soluto de referencia.
El soluto debe incorporar la mayor diversidad de interacciones
especificas soluto-disolvente dentro de la esfera de solvatacion.
Las interacciones son determinadas empiricamente a través de
indices numéricos que nos dan una medida cuantitativa y
comparativa de estas 1nteracciones, estos indices son
denominados parametros empiricos de polaridad y dan lugar a
las diferentes escalas empiricas (34)

Existen escalas uniparamétricas que tratan de incorporar
todas las interacciones entre soluto y el disolventes en un
parametro unico. En contraste, las escalas multiparamétricas
asocian cada tipo de interaccion soluto-disolvente con un
parametro propio y todos éstos conjuntos proporcionan una
imagen global del disolvente. Las aproximaciones uni y
multiparamétricas aportan informaciéon complementaria y
orientada al conocimiento de la magnitud y naturaleza de las
Interacciones entre el soluto y el disolvente.

Entre las escalas empiricas de polaridad uniparamétricas y
multiparamétricas mas empleadas, se encuentran la escala
E, 30 o EY ylos pardmetros de Kamlet-Taft (c,B,n*).

Estos parametros pueden ser medidos a través de
desplazamientos espectrales de sus bandas de absorcién, que
algunos solventes empleados como referencia presentan. Debido
a la importancia, que en anos recientes estos grupos de
parametros han presentado, se hace aqui una breve descripcion
de cada uno de éstos. Para mayor profundidad en el tema el
lector puede consultar las referencias correspondientes (34,35)
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4.9.5.1 PARAMETRO %7 30 o gv

Dimeroth y Reichardt propusieron un parametro de
polaridad del disolvente que denomina £, 30 . Este parametro

mide principalmente la acidez de Lewis.

El £, 30 esta basado en la energia de transicién para la

banda de absorcién solvatocrémica de longitud de onda mas
larga del colorante betaina fenéxido N piridonio

FIGURA No.6 ESTRUCTURA DEL COLORANTE BETAINA FENOXIDO
N PIRIDONIO

De acuerdo con la ecuacion:
E,/(Kcal.mol) = h. cv. Na=2.859.103.v.//cm1= z

El valor £, 30 para un disolvente es definido como la

energia de transicion del colorante betaina disuelto en este
disolvente, medido en Kcal/mol (36).
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La ventaja de esta aproximacién radica en que la banda
de absorcién solvatocromica se encuentra a longitudes de onda
mas grandes para este colorante betaina fenéxido N piridonio
que para el colorante de Kosowers (Yoduro de 1-etil-4-
metoxicarbonilpiridonio), lo que genera un intervalo
extraordinariamente grande para el comportamiento
solvatocromico: desde A=810nm, £, 30 = 35.3 kcal/mol, para el

difenil eter, hasta A=453nm, £, 30 =63.1 kcal/mol para el

agua. Como la mayor parte de este intervalo solvatocrémico se
encuentra en la region visible del espectro, es incluso posible
hacer una estimaciéon visual de la polaridad del disolvente. A
causa del desplazamiento tan grande de la banda de absorcién
solvatocromica, los valores de £, 30 proveen una excelente y

sensible caracterizacion de la polaridad del disolvente. A un
mayor valor de £, 30 , corresponde mayor polaridad del

disolvente.

Para manejar un parametro adimensional equivalente a
E, 30 , se ha definido un parametro normalizado:

Ey{v = ET 30 diso]vente'ET 30 TMS/ ET 30 agua-ET 30 TMS = ET 30 disolvente~ 30.7 / 32.7

Donde TMS= tetrametilsilano

Cuando en el sistema no existen interacciones especificas,
en el parametro £, 30 predomina la influencia de la constante

dieléctrica del medio (6). En algunos casos el pardmetro £, 30

como unico en correlaciones de procesos que dependen del
disolvente, se ha aplicado exitosamente, lo que significa que la
determinacién de este parametro comprende una gran gama de
interacciones soluto-disolvente. Los valores de £, 30
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representan una medida combinada de
dipolaridad/polarizabilidad® y de la acidez o capacidad
donadora del puente de hidrégeno del disolvente (HBD) o acidez
de Lewis. Siendo esta ultima propiedad significativa sélo para
los disolventes HBD. Por lo que este parametro es
especialmente util cuando ocurren interacciones de puente de
hidrégeno.

Debido a que en la betaina, la carga negativa del atomo de
oxigeno fenolico esta localizada, este colorante, ademas de las
interacciones no especificas, preferentemente mide la acidez
especifica de los disolventes organicos. Al encontrarse
deslocalizada la carga positiva del piridinio, la basicidad de
Lewis no puede ser medida por esta molécula. Es por eso que
s1 la basicidad del sistema bajo estudio es relevante, tendran
que ser tomados en cuenta parametros que sean sensibles a
esta propiedad como el parametro Bxr.

4.10 EXTRAPOLACION DE YASHUDA-SHEDLOVISKY

Con base a el modelo electrostatico de Born y en la teoria
de asociacion de iones de Bjerrum, Yasuda y Shedlovisky
derivaron independientemente una correlacion en donde una
grafica de psKa + log (H20) versus A/e + B produce una linea
recta, donde (H20) denota la concentracién del agua y ¢ es el
valor de la constante dieléctrica de la mezcla.

*El término polarizabilidad se refiere a la capacidad de la nube electrénica de un ion o
molécula a deformarse bajo la influencia de cargas cercanas o dipolos cercanos. La
deformacién de la nube electrénica crea un dipolo en el ion o molécula.
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Los términos A y B representan la pendiente y la
ordenada de la grafica respectivamente.

Se ha demostrado que cuando se emplean mezclas de
disolventes (organico-acuoso), en donde la constante de la
mezcla es superior a 50, la extrapolacion a agua pura es lineal y
conduce a valores de psKa relativamente correctos (7,8).

La utilidad de esta funcion lineal es:

a) La posibilidad de extrapolar en caso de que la molécula
sea insoluble en agua.

b) Predecir el valor de psKa en diferentes solventes
organicos cuya constante dieléctrica se conozca.

c) Predecir el valor de psKa de mezclas no realizadas
experimentalmente.
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5. MATERIALES, EQUIPO
DE LABORATORIO Y
PREPARACION DE
SOLUCIONES

5.1 REACTIVOS

Acido Clorhidrico concentrado. Destilado isotérmicamente
Hidréxido de Potasio 0.1 N

Etanol Absoluto Reactivo Baker ACS

Agua destilada y desionizada

Nitrégeno

Bufer estandar de 4.01, 7.00 y 10.00

Clonixinato de lisina lote 0502097001
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5.1.1 EQUIPO

Espectrofotometro UV/Vis PERKIN ELMER. Lamda 18
2 Celdas de cuarzo de 1lecm

Balanza Analitica (Mettler-Toledo AB204)

Bafio con termostato (Polyscience)

Celdas para el bano con tapa

pH-metro Mettler Toledo (Mp-230)

Electrodo (Thermo Scientific Ross combination pH 8102 BN
Ross)

Barra magnética

Parrilla eléctrica

Pipetas Volumétricas de 1,2,3,5,10,15 y 20 mL

Pipetas graduadas de 0.5. 5 y 10 mL

Piseta

Gradilla

Matraces Aforados de 10, 25, 50 y 100 mL

Vasos de precipitado de 250 mL

Termdmetro
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5.2 PREPARACION DE LA SOLUCIONES PARA LA
OBTENCION DE DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Los espectros se trazaron en funcion del pH en un
intervalo de longitud de 220 a 400 nm en agua y en mezclas
etanol-agua de 10, 20, 30 y 40 por ciento en volumen de etanol.
Se partié de una solucion acida del clonixinato de lisina de una
concentracion de 4.90 x 10°M y de pH inicial de 0.51 a la que se
le fueron adicionando el volumen necesario de una solucién
basica de CLX-Lys 4.90 x 10°M y pH= 12.92, para aumentar
0.2 unidades de pH. De esta manera la concentraciéon se
mantiene constante, sin que sea necesaria una correccién por
dilucién a pesar de ir en aumento el volumen de la muestra. La
temperatura se mantuvo constante durante toda la
experimentaciéon a 25°C empleando un bano con termostato.
Para la preparacion de las soluciones se wutilizé agua
desionizada, KOH 0.1M y HCL destilado isotérmicamente.
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6. RESULTADOS Y
DISCUSION

6.1 ESPECTROS DE ABSORCION DE LA LISINA EN MEDIO
ACUOSO

Como se puede observar en la Figura No.1, la estructura
molecular del clonixinato de lisina CLX-Lys esta formada por
dos partes, una que corresponde al acido clonixinico HoCLX Fig.
No.7 y al aminoacido /isina Li-Lys Fig. No. 8

0]

o) O H,N_
OH
NH / NH,
N
Cl

FIGURA No. 1 ESTRUCTURA MOLECULAR
DEL CLONIXINATO DE LISINA (CLX-Lys)
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CH,

H+
N NH Cl
| ~

S

FIGURA No. 7. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL
ACIDO CLONIXINICO

|
HN
2 \/\/YI\OH

NH,

FIGURA No. 8 ESTRUCTURA MOLECULAR DEL
AMINOACIDO L-LYS

Los espectros de absorcion obtenidos en el presente
estudio, s6lo son atribuibles al dcido clonixinico HoCLX, ya que
la /1sina no presenta absorbancia en el intervalo de longitud de
onda de trabajo. Lo anterior se puede constatar con la grafica
No. 1 en donde se observa que los espectros de absorciéon de un
estandar de /isina no presentan absorbancia en medio acuoso, a
tres diferentes pH’s en un intervalo de longitud de onda de
220-400 nm a 25°C de temperatura y a una concentracién
4.89x105M y (condiciones similares a las utilizadas para el
CLX-Lys) sbélo se puede observar una linea recta a una
absorbancia de cero en todo el intervalo de longitud de onda.

53



RESULTADOS Y DISCUSION

1
0.9
0.8
0.7
0.6

0.5 ——pH=1.4
0.4 = pH= 3.5
0.3 pH=5.7
0.2
0.1
_-_— -
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

LONGITUD DE ONDA (nm)

PHQZpPpWEIO W

GRAFICA No.1 ESPECTROS DE ABSORCION DE LA L-LYS EN
MEDIO ACUOSO EN FUNCION DEL pH A UNA Co= 4.89x103M T=25°

De manera adicional, para demostrar que la lisina en
realidad no presenta absorbacia bajo las condiciones de estudio,
se realizaron los espectros del CLX-Lys utilizando blanco lisina
grafica No.2 y blanco agua grafica No.3 a tres pH’s diferentes
elegidos dentro del intervalo de pH’s de trabajo.
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sPHQZPETIONETE

0.5

0.4
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0.1
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—=pH= 1.4 Blanco Lisina
——pH= 3.5 Blanco Lisina
pH=6.1 Blanco Lisina

220

240

260 280 300 320 340 360 380 400

LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA No.2 ESPECTROS DE ABSORCION DEL CLX-Lys EN
SOLUCION ACUOSA EN FUNCION DEL pH A UNA Co= 2.45x10°M
USANDO BLANCO DE LISINA
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0.3

0.2

0.1
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0

oA

—pH= 1.4 Blanco Agua
—pH= 3.5 Blanco Agua
pH= 6.1 Blanco Agua

220

240

260 280
LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA No.3 ESPECTROS DE ABSORCION DEL CLX-Lys EN
SOLUCION ACUOSA EN FUNCION DEL pH A UNA Co= 2.45x10°M
USANDO BLANCO AGUA
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Como se puede ver en las graficas 2 y 3 se presenta el
mismo comportamiento de las bandas de los espectros del
CLX-Lys en ambas graficas, independientemente del tipo de
blanco que se utilice, son semejantes; las dos graficas presentan
tres bandas de absorcién de comportamiento similar. Por lo que
el blanco puede ser agua o /isina y la absorbancia siempre
correspondera al dcido clonixinico en estas condiciones. Por lo
que el uso del agua como blanco para el desarrollo
experimental, es adecuado.

Asimismo, para demostrar de manera contundente que ni
la lisina ni el cambio de pH interfieren en los espectros de
absorbancia del CLX-Lys y por otra parte, que la absorbancia
solo se puede adjudicar al 4cido clonixinico, se corrieron
espectros de CLX-Lys usando blanco /isina al mismo pH que la

muestra.
0.5
A
B 0.4
S
O o3
R
—pH=1.4
B 0.2 _
A ——pH=3.5
N pH=5.7
0.1
) /\
I
A’ -
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA No.4 ESPECTROS DE ABSORCION DEL CLX-Lys EN
MEDIO ACUOSO EN FUNCION DEL pH A UNA Co= 2.45x10M
USANDO BLANCO LISINA AL MISMO pH QUE LA MUESTRA.
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Los espectros de las graficas No.2, 3 y 4 son parecidos y en
la tabla No. 3 muestran las longitudes de onda de maxima
absorcion para las especies presentes a tres diferentes pH’s, en
los cuales no existen muchas diferencias.

TABLA No.3 LONGITUD MAXIMA DE ABSORCION DEL CLX-Lys CON
DIFERENTES pH’s Y BLANCOS

pH=1.4 pH=3.5 H=6.1
U%%Iﬁlggg 0 Améx1 | Amax2 | Améx1 | Amax2 | Mmax1 | Amax2 | Amax3
LISINA 250 | 330 | 250 | 325 | 2565 | 280 | 325
AGUA 250 | 330 | 250 | 325 | 255 | 280 | 325
LISINA AL MISMO | 252 | 325 | 250 | 325 | 255 | ------ 325
pH QUE LA
MUESTRA
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6.2 CORRECCION DE LOS VALORES DE pH

Los valores de psKa fueron determinados en solucion
acuosa y mezclas etanol-agua empleando el electrodo de vidrio
el cual cominmente se usa para la determinaciéon de valores de
pH en medio acuoso, por lo que para las mezclas etanol agua los
valores de pH tuvieron que ser corregidos

En el presente trabajo esto fue posible mediante la
siguiente ecuacion; la cual ya se explicé en el marco teodrico
como se deduce.

pH*: pH operacional ~ 0

Los valores de & se encuentran en la literatura para
mezclas etanol agua (19). Los valores de § para los porcentajes
de mezclas del presente trabajo fueron interpolados mediante el
empleo de ecuaciones que se establecieron para tal fin. Dichos
valores, asi como las ecuaciones, se encuentran en el Anexo |
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6.3 ESPECTROS DE ABSORCION DEL CLX-Lys EN
SOLUCION ACUOSA Y MEZCLAS ETANOL-AGUA

En las siguientes paginas se encuentran las graficas de
los espectros de absorcion para el CLX-Lys en medio acuoso y
mezclas etanol agua (10, 20, 30 y 40 % v/v) en un intervalo de
A= 226-393 nm, a una concentraciéon de 4.910x10°M, y a una
temperatura de 25°C.

La grafica No. 5 muestra la familia de espectros obtenidos
en soluciéon acuosa de medios acidos a basicos y la grafica No.6
la familia obtenida a partir de medios basicos a acidos. Estos
dos conjuntos presentan el mismo comportamiento, por lo que
se infiere que los equilibrios acido-base involucrados, no
dependen del sentido de la reacciéon. El1 mismo comportamiento
se observo en las diferentes mezclas etanol-agua cuando la
reaccion se llevaba de acido a base y viceversa. Las graficas de
base a acido se encuentran en el Anexo II.
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e pH=4.52
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pH=5.41
———pH=5.61
= pH=5.80

pH=6.02
- pH=6.21

pH=6.42

pH=6.61

pH=7.02

pH=7.42

GRAFICA No. 5 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H,CLX* EN
FUNCION DEL pH EN MEDIO ACUOSO REACCION ACIDO-BASE

A UNA Co=4.90 x 10M T=25°C
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GRAF’ICA No. 6 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H:CLX* EN
FUNCION DEL pH EN MEDIO ACUOSO REACCION BASE-ACIDO

A UNA Co=4.91x10°M T=25°C
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——pH=2.585
10 ——pH=2.785
——pH=2.985
0.9 ——pH=3.185
———pH= 3.585

0.8

—pH= 3.985
0.7 ——pH=4.185
0.6 \/-/ pH= 4.585

e pH= 4.785
0.5 e pH= 4.985
0.4 pH=5.185
e P H= 5.385
0.3 N\ e pH= 5.585
0.2 pH=5.785
pH=6.195
0.0 pH= 6.385
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GRAF}CA No. 7 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H,CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 10% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION ACIDO-BASE A UNA Co= 4.90 x 10°°M T=25°C
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GRAFICA No.8 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H:CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 20% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION ACIDO-BASE A UNA Co= 4.90 x 10°M T=25°C
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1.0 e pH= 1.979
e—pH=2.179
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GRAFICA No. 9 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H,CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 30% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION ACIDO-BASE A UNA Co= 4.90 x 10°M T=25°C
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GRAFICA No. 10 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H,CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 40% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION ACIDO-BASE A UNA Co= 4.90 x 10M T=25°C
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Todas las familias de espectros anteriores presentan dos
maximos de absorciéon. La tabla 4 muestra las longitudes de
onda de los maximos de cada forma.

TABLA No. 4 LONGITUDES MAXIMAS DE ABSORCION DE LAS
ESPECIES H.CLX* /HCLX* /CLX- EN CADA SISTEMA

% Et OH H.CLX* HCLX=* CLX-
AMAX1 | AMAX2 | AMAX1 | AMAx2 | A MAX1 | A MAX 2
0 253 328 248 323 283 333
10 251 326 251 326 286 330
20 250 330 250 325 285 330
30 251 331 251 326 286 331
40 252 332 252 322 292 332

Como puede verse en la tabla No. 4 los maximos de
absorcion para cada especie, ya sea en soluciéon acuosa o
mezclas etanol-agua, son practicamente iguales. Asimismo,
Todas estas familias tienen un comportamiento similar. En
todas ellas se observa la presencia de mas de un punto
1sosbéstico al variar el pH, lo cual indica la existencia de al
menos un equilibrio acido-base.
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En la tabla No. 5 se muestra el valor de longitud de onda
de cada punto isosbéstico en solucion acuosa y en mezclas
etanol agua.

TABLA No.5 LONGITUDES DE ONDA DE LOS PUNTOS

ISOSBESTICOS
H,CLX+*/HCLX* HCLX# CLX-
% Et OH API1 A PI2 API1 A PI2 APIS
0 263 328 263 313
10 241 266 231 266 306
20 240 260 230 265 315
30 241 261 231 266 321
40 237 262 232 267 317

Como puede apreciarse, los valores de A de los puntos
1sosbésticos, que corresponden a las mezclas etanol-agua casi
no varian entre si, mientras que los valores de A para el agua
muestran una mayor variacion.

6.4 RESULTADOS DEL PROGRAMA DE COMPUTACION
TRIANG: NUMERO DE ESPECIES ABSORBENTES

El programa de computacion TRIANG determina el
numero de especies absorbentes para cada sistema a partir de
los espectros de absorciéon para soluciones a diferentes valores
de pH y la proposicién de un error en las lecturas (en forma de
transmitancia AT). Debido a que los valores de los coeficientes
de absortividad molar de H:CLX* y HCLX* son muy
semejantes, los datos se alimentaron a TRIANG por intervalos
de pH’s, los cuales se eligieron con base a los diagramas de
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distribucién de especies para HoCLX*, HCLX*. Este diagrama
de distribucién de especies para cada sistema (Anexo III).

1
0.9
0.8
0.7
0.6

¢ 0.5
0.4

0.3

0.2

0.1

0

—CLX"~
——HCLX
—H2CLX*

0 0561 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
pH

GRAFICA No.11 DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES PARA
H:CLX*/HCLX*/CLX- EN MEDIO ACUOSO

A partir del diagrama de distribucion de especies se
determiné para cada sistema el intervalo de pH de predominio
de cada especie.

En la tabla No. 6 se encuentran dichos intervalos.

TABLA No. 6 VALORES DE pH CORRESPONDIENTES AL MAXIMO
DE LA FRACCION DE CADA ESPECIE

VALOR DEL VALOR DEL VALOR DEL
%EtOH(v/~ |pH DE 1I1A|pH DE LA|pH DE LA

ESPECIE ESPECIE ESPECIE
H.CLX* HCLX- CLX-

0 1.310 4.31 7.420

10 2.185 4.18 6.985

20 1.606 4.00 6.596

30 1.979 3.78 6.979

40 1.096 3.50 7.130
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TABLA No. 7 INTERVALOS DE pH’s CON LOS QUE SE ALIMENTO

TRIANG
% pH’s ACIDOS pH’s BASICOS

EtOH | INTERVALO | NUMERO DE | INTERVALO | NUMERO DE

viv) DE pH’s ESPECTROS DE pH’s ESPECTROS
0 |1.310-4.310 7 4.520-7.420 13
10 |2.185-4.185 8 4.585-6.985 12
20 |1.606-4.006 13 4.206-6.596 11
30 |1.979-3.779 7 4.179-6.979 13
40 | 1.920-3.720 B 3.920-7.130 14

A partir de los valores de pH correspondientes al maximo
predominio para cada especie (tabla No.6), se fijaron los
intervalos de pH los cuales fueron alimentados al programa
TRIANG. De esta forma, la cantidad de espectros y el intervalo
de pH’s fue variando segtin cada especie.

El programa de computacion TRIANG calculé en total
tres especies absorbentes en cada sistema. Como se observa en
la tabla No. 8, TRIANG calcul6 dos especies para cada
intervalo de pH. Estas especies corresponden a las formas
H.CLX*, HCLX* para el primer intervalo, y a la formas HCLX*
y CLX" para el segundo intervalo. Este resultado es congruente
con los dos equilibrios acido-base considerados para el calculo
de las constantes y hace evidente que la molécula del dcido
clonixinico tiene dos valores de pKa, con tres especies
absorbentes y no uno como se suponia segun las referencias
existentes (2).
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TABLA No.8 RESULTADOS DE TRIANG

% INTERVALO No. TOTAL DE
ETANOL | DE ERROR AT | H.CLX+*/HCLX#= | HCLX#/CLX- | ESPECIES
(viv) ABSORBENTES
0 0.001-0.010 2 2 3
10 0.003-0.010 2 2 3
20 0.003-0.010 2 2 3
30 0.003-0.010 2 2 3
40 0.003-0.010 2 2 3

6.5 RESULTADOS DEL PROGRAMA DE COMPUTACION
SQUAD

El acido clonixinico es un acido diproético, HoCLX*. Las
etapas de desprotonacion sucesivas que presenta este acido son
los siguientes:

CH
y CH, H CH, 3
N Cl
N NH cl N\ NH Cl N\ NH
L Uz C
HCLX* HCLX* CLX"

FIGURA No. 9 ETAPAS DE DESPROTONACION DEL ACIDO
CLONIXINICO
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A partir del analisis de los grupos funcionales, se propone
que el del grupo carboxilico done el primer protén asociado al
pKai, por ser el mas acido. El segundo protéon seria por la
amina secundaria correspondiente a pKaao.

Las formas acido-base presentan las cargas mostradas en
la escala de pH.

H,CLX* | HCLX* | CLX >
psKai psKas pH

Para determinar los valores de psKa del acido clonixinico
en agua y en cada mezcla de etanol-agua, se usé el programa
SQUAD a partir de los datos experimentales de absorbancia a
diferentes pH’s, la concentracion total del sistema, los valores
de B propuestos y los equilibrios quimicos de disociaciéon del
acido clonixinico/clonixinato.

En la tabla No. 9 se describen los intervalos de pH’s
empleados asi como la cantidad de espectros que se emplearon
para alimentar el programa SQUAD.

TABLA No. 9 DATOS EMPLEADOS PARA TRABAJAR CON

SQUAD
NUMERO DE
% ETANOL (v/v) INTERVALO DE pH’s ESPECTROS
0 1.310-7.420 20
10 2.185-6.985 20
20 1.606-6.595 24
30 1.979-6.979 20
40 1.920-7.130 20
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En la tabla 10 se muestran los valores de psKa obtenidos:

TABLA 10. RESULTADOS DE SQUAD PARA LA DETERMINACION DE

LOS VALORES DE psKa PARA EL ACIDO

CLONIXINICO/CLONIXINATO EN DIVERSAS MEZCLAS ETANOL

AGUA

% DESVIACION DESVIACION

EtOH| psKai | ESTANDAR | psKaz | ESTANDAR U*

(viv)
0 2.92 0.025 5.60 0.007 1.9447x102
10 2.80 0.164 5.44 0.009 3.2575x102
20 2.64 0.044 5.34 0.012 1.1009x10°!
30 2.53 0.064 5.12 0.010 5.9775x102
40 2.29 0.051 4.95 0.004 8.7681x103

U* es la suma de cuadrados de la diferencia entre la absorbancia
calculada y experimental

Como puede observarse en la tabla 10, los valores de

psKa: y psKaz disminuyen a medida que el porcentaje de etanol

aumenta. En el caso del psKai, este efecto se atribuye a que la

solvatacion del i6n dipolar HCLX* es mas favorecida que la del,

H.CLX*; a medida que el contenido de etanol aumenta en la

mezcla, el equilibrio de disociacién se desplaza mas hacia la

derecha y los valores de psKai disminuyen.
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En el caso de psKas, cuando la proporcion del etanol
aumenta, la solvatacion del anion CLX™ es mas importante con
respecto del i6n dipolar HCLX* y el equilibrio acido base se
desplaza hacia derecha y en consecuencia los valores de psKaz
disminuyen. Este comportamiento depende esencialmente de la
carga de las especies y su interaccidon especifica con las
moléculas del disolvente en cuestiéon. Existen estudios de
determinacién de pKa’s en sistemas similares como los
aminoacidos donde este tipo de tendencias son similares (37).

En cuanto a los valores de desviacion estandar para el
psKai son mayores que los para los del psKaz esto es debido a la
complejidad del primer equilibrio de disociacién. Asimismo, los
valores de U se consideran aceptables.

El hecho de constatar que el clonixinato de lisina posee
dos pKas y la atribucion de sus sitios funcionales,
pertenecientes so6lo al acido clonixinico, constituye una
aportacion fundamental para comprender la accion de este
farmaco dentro de la célula.
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6.5.1 SIMULACION DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION A
PARTIR DE LOS COEFICIENTES DE ABSORTIVIDAD
MOLAR OBTENIDOS POR SQUAD

El programa SQUAD ademas de refinar las constantes,
realiza una simulacién de los coeficientes de absortividad
molar, a partir de los cuales se simulan los espectros y se
comparan con los experimentales, para comprobar la bondad
del calculo de dichas constantes. En la Grafica No. 9 se
presentan los espectros tanto tedricos como experimentales y se
observa la similitud que existe entre ambos espectros esto
implica que el modelo tedérico propuesto se ajusta de manera
adecuada a los datos experimentales obtenidos Este mismo
comportamiento se observa en todos los sistemas (Anexo IV).

2.50E+04

A

B 2.00E+04 ¢

S e H2CLXTEO

O 1.50E+04 L = HCLXTEO

R CLXTEO

B  1.00E+04 A H2CLXEXP

A ‘ ¢ HCLXEXP
CLXEXP

N 5.00E+03 e \

C -

I 0.00E+00 $:8:0-5-0-0

A 233 253 273 293 313 333 353 373 393

LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA No. 12 ESPECTROS DE ABSORCION
SIMULADOS vs EXPERIMENTALES
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6.6 PREDICCION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ

A continuacion se presentan dos opciones de calculo que
permiten predecir el valor de las constantes de acidez para
mezclas etanol agua de cualquier composicion.

1) Yashuda (7) y Shedlovisky (8) derivaron una funcién que
relaciona las constantes de acidez con la constante dieléctrica
del medio: psKa + log (H:0) = B + A(1/£)100, donde (H20)
denota la concentraciéon del agua y ¢ es el valor de la constante
dieléctrica de la mezcla (los valores calculados de & de las
mezclas se pueden consultar en el anexo V). Los términos A y B
representan la pendiente y la ordenada al origen,
respectivamente.

Las graficas No.13 y 14 muestran las graficas de psKa +
log (H20) vs (1/)*100 con un comportamiento lineal en el
intervalo de 0 a 40 % de etanol, con pendiente negativa.

4.9

4.7

y=-2.0178x + 7.2437
R2 = 0.9935

4.5

4.3

4.1

psKa+ log (H,0)

3.9

3.7

3.5

*
L5 (1/e) 100, .

1.2 1.3 1.4 1.7 1.8

GRAFICA No.13. METQDO YASHUDA-SHEDLOVISKY PARA
EL ACIDO CLONIXINICO
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7.6

7.4 y =-2.037x + 9.9368
R2=0.9953

7.2

7.0

6.8

6.6

psKa + log (H,0)

6.4

6.2

1.2 1.3 1.4

*
1.51/e)* 100 1.7 1.8

GRAFICA No. 14. METODO DE YASHUDA-SHELOVISKY PARA
EL CLONIXINATO ACIDO

Considerando los resultados experimentales obtenidos por
SQUAD, se establecieron las funciones respectivas y se
calcularon los valores de psKa para otras mezclas de
composiciéon intermedia, no determinadas experimentalmente
en este estudio (Tabla 13).
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6.6.1. REGRESION MULTIPARAMETRICA A PARTIR DE
PARAMETROS EMPIRICOS DE POLARIDAD.

Se realizaron regresiones multiparamétricas que
involucran parametros empiricos de polaridad, para establecer
modelos para la prediccion de las constantes de acidez del dcido
clonixinico. Las mejores regresiones se obtuvieron considerando
dos parametros:

1.El término Er(30) o EY: es una medida combinada de
dipolaridad/polarizabilidad® y de la acidez o capacidad
donadora del puente de hidrogeno del disolvente o acidez de
Lewis.

2. El término Kirkwood-Onsager (38,39), S'V'i_l, considera la
€m
energia de un dipolo puesto en un medio de constante
dieléctrica ¢

La ecuacién obtenida es del tipo:

psKa = a+b[8M—]*1OO+C EY
2

*El término polarizabilidad se refiere a la capacidad de la nube electrénica de un ion o
molécula a deformarse bajo la influencia de cargas cercanas o dipolos cercanos. La
deformacién de la nube electrénica crea un dipolo en el ion o molécula.
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El término a es la cantidad estadistica que corresponde al
valor del pKa en fase gaseosa o en un disolvente inerte. Los
valores de b y ¢ son los coeficientes de regresion que describen
la sensibilidad de cada propiedad a los diferentes mecanismos
de interaccion soluto/disolvente.

TABLA No. 11 ECUACIONES OBTENIDAS

ECUACIONES Rz .
psKal=-99.6778-0.0676792[2‘9;711}100+2.09339E¢ 98.822 | 0.03939

psKaz=—101.653+2.18982[28“”7'_'1_1]*100—0.14627@‘ 99.425 | 0.0278

€y

Ya que el coeficiente b es mayor que ¢, se puede concluir
que las interacciones soluto-disolvente descritas por la
constante dieléctrica, tienen mayor peso sobre el valor de psKa
que las del E}.

Al sustituir los valores de cada término correspondiente a

e 1 N .
[2M+1] y E;cada mezcla, se pueden predecir los valores de
8M

psKa en mezclas de diferente composicion.
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La Tabla 12 resume los valores predichos por las
correlaciones multiparamétricas por Yashuda-Shedlovisky y los
parametros empiricos de polaridad.

TABLA 12. VALORES DE psKa PREDICHOS POR LAS
CORRELACIONES MULTIPARAMETRICAS POR YASHUDA-
SHEDLOVISKY Y LOS PARAMETROS EMPIRICOS DE POLARIDAD

psKai psKas
% YASHUDA- PARAMETROS | YASHUDA- PARAMETROS
Etanol | SHEDLOVISKY |DE SHEDLOVISKY DE
(v/v) POLARIDAD POLARIDAD
5 2.86 2.84 5.53 5.48
15 2.73 2.72 5.40 5.38
25 2.58 2.57 5.24 5.23
35 2.39 2.38 5.05 5.04
45 2.14 2.15 4.80 4.80

En esta tabla se muestra que los valores predichos de las
constantes, no muestran diferencia significativa entre el
método pero, si existe diferencias entre el porcentaje de etanol.
Esta aseveracion se confirmara a continuacion con la prueba de

ANOVA multifactorial.
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6.6.2 CALCULO DE ANOVA MULTIFACTORIAL

El analisis de varianza (Tablas No. 13 y 14) nos muestra
que la variacién en el porcentaje de etanol en las mezclas,
ocasiona cambios significativos (P< 0.05) en los valores de psKa,
tal como era de esperarse (ver grafica No.15 y 17). Por el
contrario, los valores de psKai y psKaz predichos por el método
Yashuda-Shedlovisky y con los parametros de polaridad, no
presentan cambios significativos (P > 0.05) (ver grafica No. 16 y
18).

TABLA No. 13 ANALISIS DE VARIANZA PARA EL psKa;

Analysis of Variance for psKal - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:%EtOH 0.62304 4 0.15576 2596.00 0.0000
B:METODO 0.00016 1 0.00016 2.67 0.1778
RESIDUAL 0.00024 4 0.00006

TOTAL (CORRECTED) 0.62344 9

All F-ratios are based on the residual mean square error.
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals
29 F E
x
2.7F = .
—i
(5 x
X 25| _
(7))
o =
2.3 F -
x
21kt -
5 15 25 35 45
%EtOH

GRAFICA No.15 MEDIAS DEL psKa; AL 95% LSD PARA
EL PORCENTAJE DE ETANOL

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

2.55 N
2.545 - N

2.54 |- -

PP YS

METODO

GRAFICA No.16 MEDIAS DEL psKa: AL 95% LSD PARA EL METODO
DE YASHUDA-SHEDLOVISKY (YS) Y LOS PARAMETROS
EMPIRICOS DE POLARIDAD (PP)
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TABLA No. 14 ANALISIS DE VARIANZA PARA EL psKag

Analysis of Variance for psKa2 - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:SEtOH 0.6285 4 0.157125 849.32 0.0000
B:METODO 0.00081 1 0.00081 4.38 0.1045
RESIDUAL 0.00074 4 0.000185

TOTAL (CORRECTED) 0.63005 9

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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5 15 25 35 45
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GRAFICA No.17 MEDIAS DEL psKaz AL 95% LSD PARA
EL PORCENTAJE DE ETANOL
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals

5.22 |- —
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psKa?2
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PP YS
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GRAFICA No.18 MEDIAS DEL psKas AL 95% LSD PARA EL METODO
DE YASHUDA-SHEDLOVISKY (YS) Y LOS PARAMETROS
EMPIRICOS DE POLARIDAD (PP)

30



CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES

e Las evidencias experimentales demuestran la presencia de
dos equilibrios Acido-base para el 4dcido clonixico en el

clonixinato de lisina.

e Kl nimero de especies absorbentes y las constantes de
acidez (psKa) se determinaron espectrofotométricamente en

agua y mezclas etanol-agua a través de los programas

TRIANG y SQUAD, respectivamente.

e Los dos valores de constantes de acidez obtenidas
disminuyeron al ir aumentando la polaridad del sistema.
Este comportamiento depende esencialmente de la carga de
las especies y su interaccién especifica con las moléculas del
disolvente.

e Se propusieron los equilibrios de acidez y se asociaron a

cada equilibrio su constante de acidez.
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e A partir de los psKa calculados, aplicando la funcién
Yasuda-Shedlovisky y usando dos parametros de polaridad
dos aproximaciones multiparamétricas la predicciéon de los
psKa en mezclas de diferente composicion, fue posible. Se
observo que el término de la constante dieléctrica tiene

mayor influencia sobre los psKa que el término E;

e Kl conocimiento de las constantes de acidez del 4cido
clonixinico en mezclas etanol-agua permitira vislumbrar un
mecanismo del paso del farmaco a través de la membrana

lipofilica de la célula.
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8. ANEXOS

ANEXO I
OBTENCION DE LOS VALORES DE &

Los valores de 6 estan reportados en el libro de Popovich
(21) para la mezclas etanol agua en porcentajes en peso. Debido
a que en el desarrollo del presente trabajo se emplearon
porcentajes diferentes, fue necesaria su obtenciéon por medio de

un procedimiento de interpolacion

Para cumplir con lo anterior, los valores 6 originales
fueron empleados para poder obtener ecuaciones que
permitiran la interpolacion a los porcentajes correspondientes.
A continuaciéon en la tabla A.1 se presentan las ecuaciones
obtenidas, asi como el intervalo en el cual puede ser aplicada y

el valor de coeficiente de correlacion R2

33



ANEXOS

TABLA A.1 ECUACIONES PARA EL CALCULO DE §

INTERVALO
% PESO DE
ETANOL

ECUACION

R2

20-80

(%p/p)2-4.69136x106(%p/p)3

§ = 0.11091-0.01359(% p/p)+5.44974x104

0.99959

70-100

6 (% p/p)4

§ = -72.55409+4.3856 (% p/p) — 0.09794
(%p/p)2+ 9.62823x104 (%p/p)® — 3.52369x10

0.99954

Estas ecuaciones permite el calculo de los valores de 6

necesarios para la correccion de los valores de pH operacional.

La tabla A.1 muestra los valores reportados para las

constantes

TABLA A.2 VALORES DE 6 EN MEZCLAS AGUA ETANOL

de 0

% EN PESO DE ETANOL | VALOR DE §

0 0.0000

20 0.0200

35 0.1000

50 0.2100

65 0.2400

80 0.1100

90 -0.400
100 -2.910
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En la tabla A.3 se muestra los valores de 6 empleados en

los porcentajes de mezcla adecuados.

TABLA A.3 VALORES DE 6§ PARA LA PARTE EXPERIMENTAL

% EN PESO DE ETANOL | VALO DE &
8.08 0.0342
16.52 0.0139
25.33 0.0400
34.54 0.0997
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Los valores de 6 calculados para nuestros sistemas se
grafica junto con los valores originales para observar el
comportamiento de nuestros valores calculados con las

ecuaciones anteriores (Figura A.1)

0.50 ~

0.00 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 0 100
-0.50 -

=o—LITERATURA'Y

"100 1 CALCULADOS

6
-1.50 -
-2.00 -

-2.50 ~

-3.00 -
% en volumen de

-3.50 - etanol

GRAFICA A.1 COMPORTAMIENTO DE LOS VALORES DE §

Como se observa en la figura A.1 los valores de 6
calculados para los sistemas de trabajo no presentan
desviaciones considerables de la tendencia original por lo que
las ecuaciones anteriores pueden ser empleadas en la obtencion
de los valores que se encuentran dentro del intervalo de

aplicaciones de las mismas.
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ANEXO II

ESPECTROS DE ABSORCION DEL CLONIXINATO DE

LISINA
REACCION BASE-ACIDO

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

P QZ P ETIOnWe

225

245

265
LONGITUD DE ONDA (nm)

285 305 325 345 365

——pH=6.785
——pH=6.185
—— pH=5.985
—— pH=5.785
— pH=5.585
—— pH=5.385
——pH=5.185
—— pH=4.985
pH= 4.785
—— pH=4.575
—— pH=4.385
pH=4.185
—— pH=3.585
——pH=3.185
pH= 2.985
—— pH=2.785
pH= 2.585
pH= 2.385
pH= 2.185
pH=1.785

GRAFICA No. A2 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H,CLX* EN
FUNCION DEL pH EN MEDIO ACUOSO REACCION BASE-ACIDO

A UNA Co= 4.91x10°M T=25°C
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pH=2.185
pH=1.785

GRAFICA No. A3 ESPECTROS DE ABSORCION DEL HzCLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 10% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION BASE- ACIDO Co= 4.91 x 105M T=25°C
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360

——pH=6.806
— pH=6.406
- pH= 6.206
—— pH=6.006
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~—pH=4.006
——pH= 3.606
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——— pH=2.806
pH=2.606
pH=2.406
pH= 2.206
pH=2.006

GRAFICA No. A4 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H>CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 20% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION BASE- ACIDO Co= 4.91 x 10°M T=25°C
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pH=1.979
pH=1.779

GRAFICA No. A5 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H;CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 30% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION BASE- ACIDO Co= 4.91 x 10°M T=25°C
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= pH=6.163
——pH=5.963
——pH=5.763
——pH=5.563
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—pH=5.163
———pH=4.963
= pH=4.763
———pH=4.563
——pH= 3.963
pH=3.763
——pH=3.563
———pH= 3.363
pH=3.163
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pH=1.963
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GRAFICA No. A6 ESPECTROS DE ABSORCION DEL H,CLX* EN
FUNCION DEL pH PARA UN SISTEMA AL 40% EN VOLUMEN DE
ETANOL REACCION BASE- ACIDO Co= 4.91 x 10°M T=25°C
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ANEXO III

Diagramas de distribucion de especies para todos los
sistemas (medio acuoso y 10,20,30,40 % de etanol) en la
reaccion acido base.

0.9
0.8
0.7
0.6

o 05 —CLX-
0.4 ——HCLX

0.3
—H2CLX"*
0.2

0.1

0 056 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7
pH

GRAFICA No. A.7 DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE
ESPECIES PARA HoCLX*/HCLX#/CLX- EN MEDIO ACUOSO
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0.4 e CLX"
0.3 HCLX+
0.2 = H2CLX"*

0.1

0 056 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7
pH

GRAFICA No. A.8 DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
PARA HoCLX*/HCLX:/CLX- EN UN SISTEMA AL 10% DE ETANOL
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¢ 0.5 CLX"
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0.3 = H2CLX"
0.2

0.1

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
pH

GRAFICA No. A9 DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
PARA H,CLX*/HCLX+/CLX- EN UN SISTEMA AL 20% DE ETANOL
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GRAFICA No. A.10 DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
PARA H,CLX*/HCLX+/CLX- EN UN SISTEMA AL 30% DE ETANOL
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GRAFICA No. A.11 DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
PARA H,CLX*/HCLX+/CLX- EN UN SISTEMA AL 40% DE ETANOL
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ANEXO IV

Espectros de absorciéon simulados comparados con los
experimentales para todos los sistemas (medio acuoso y

10,20,30,40 % de etanol) en la reaccién acido base.

2.5E+04
A
B
2.0E+04 4
S
O e HOCLX TEO
R 15E+04 ——HCLX TEO
B ¢ CLX TEO
¢ H2CLX EXP
A 1.0E+04 » HCLX EXP
N CLX EXP
C 508+03
|
A Ny,
0.0E+00 e __
233 253 273 293 313 333 353 373 393
LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA A12 ESPECTROS DE ABSORCION
SIMULADOS vs EXPERIMENTALES DEL HoXCL* PARA MEDIO
ACUOSO
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S 2.0E+04
O

R 1.5E+04
B

A 1.0E+04
N

C 5.0E+03
I

A

0.0E+00

== H2CLXTEO
== HCLXTEO
CLXTEO
¢ H2CLXEXP
A HCLXEXP
o CLXEXP

226 246 266 286 306 326 346 366 386

LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA A13 ESPECTROS DE ABSORCION

SIMULADOS vs EXPERIMENTALES DEL HoXCL* PARA UN SISTEMA

AL 10% DE ETANOL
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S
(0)
R 1.5E+04 e H2CLXTEO
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¢ H2CLXEXP

N
C A HCLXEXP

5.0E+03 o CLXEXP
I
A 0.0E+00

226 246 266 286 306 326 346 366 386
LONGITUD DE ONDA (nm)

GRAFICA A14 ESPECTROS DE ABSORCION

SIMULADOS vs EXPERIMENTALES DEL H2XCL* PARA UN SISTEMA

AL 20% DE ETANOL
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mPHQZPp IO NWE

0.0E+00
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GRAFICA A15 ESPECTROS DE ABSORCION
SIMULADOS vs EXPERIMENTALES DEL H>XCL*+ PARA UN SISTEMA

AL 30% DE ETANOL
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GRAFICA A16 ESPECTROS DE ABSORCION
SIMULADOS vs EXPERIMENTALES DEL H>XCL*+ PARA UN SISTEMA

AL 40% DE ETANOL
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ANEXO V

TABLA No.A4 VALORES CALCULADO PARA LAS
CONSTANTES DIELECTRICAS DE LA MEZCLAS
ETANOL-AGUA EMPLEADAS EN LA
PARTE EXPERIMENTAL A T= 25°C

% Et OH e
0 78.07
10 73.49
20 68.70
30 63.70
40 58.48
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