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RESUMEN

En el presente trabajo se realizd la determinacion de constantes de equilibrio para
diversos analitos mediante la técnica de Electroforesis Capilar. También se plante6 el uso de
esta teécnica para el analisis e identificacion de sistemas o mezclas de compuestos

complicados como lo son los extractos herbales.

En primer lugar, se plantea una metodologia para la determinacion de constantes de
acidez por Electroforesis Capilar, la cual se aplica posteriormente a dos familias de farmacos.
Para el desarrollo de dicha metodologia se determinaron las movilidades de una familia de
indicadores, las sulfonftaleinas, que son analitos ionizables, para observar y analizar el
comportamiento de la técnica en pardmetros como repetibilidad y reproducibilidad en los
datos, forma de introduccion de las muestras y comportamiento de la movilidad respecto al
pH y forma de realizacion del ajuste de los datos experimentales para determinar las

constantes deseadas.

Una vez probada, la metodologia se aplicé a la determinacion de dos familias de
farmacos: los oxicams y unos antihipertensivos de reciente creacion. Los primeros tienen
propiedades analgésicas y antiinflamatorias (del tipo no esteroidal) y para éstos se pretende
corroborar los datos de constantes de acidez obtenidos en trabajos previos utilizando métodos
espectrofotométricos o potenciométricos y de esta forma validar la metodologia. Mientras
que, para los farmacos con propiedades antihipertensivas se pretende corroborar y soportar
los resultados obtenidos mediante espectrofotometria UV-Visible, que son los Unicos

disponibles al ser éstos son de reciente creacion.

También se utilizo la técnica de Cromatografia Micelar Electrocinética (MEKC) para

la determinacion de la concentracion micelar critica del dodecilsulfato de sodio (SDS),



Casa abierta al tiempo Interdisciplina en evolucién
owdn 5 W RESUMEN

AREA DE QUIMICA ANALITICA

ademas de plantear un modelo que describe el comportamiento de la movilidad de este Gltimo
en funcién de la concentracion total de tensoactivo utilizando el programa de computo

MEDUSA que permite calcular constantes de equilibrio.

Finalmente, se plantea una metodologia para la obtencion y caracterizacion por medio
de huella digital, de sistemas complejos como los extractos herbales. En particular para
extractos de Eysenhardtia polystachya, cominmente conocido como palo azul, que es una
corteza utilizada en tratamientos de enfermedades como célculos en las vias urinarias,

lumbago, artritis, diabetes, entre otras.

La metodologia desarrollada para la obtencion de los extractos se probd en una
corteza proporcionada por el laboratorio de remedios herbolarios, fabricacion de extractos
fluidos y secos, Rosa Elena Duefias, S.A de C.V (LRHFEFS), quienes garantizan la
autenticidad de la corteza, por lo que se usO ésta como estandar para el desarrollo de la

metodologia.

Por ultimo, la metodologia desarrollada para la obtencion y caracterizacién de huella
digital del extracto de LRHFEFS se probé también para una madera que se sospechaba era
palo azul, obteniéndose resultados satisfactorios en la aplicacion del método, permitiéndonos

la caracterizacion e identificacion positiva de la misma como Eysenhardtia polystachya.
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ANTECEDENTES GENERALES

1.1. INTRODUCCION

La electroforesis capilar es una técnica de analisis que se empez0 a desarrollar en los
afios ochenta. La base de la separacion se relaciona con la aplicacién de un campo eléctrico
a una solucién conductora contenida dentro de un tubo capilar, preferentemente buffer, de
modo que los analitos se separan por diferencias en su movilidad. Las propiedades de esta

técnica son, entre otras:

alta resolucion y eficiencia en las separaciones
- uso de cantidades pequerfias de reactivos

- en su mayoria se usan soluciones acuosas

- permite la aplicacion de campos eléctricos altos
- tiempos cortos de analisis

- deteccion en linea, en tiempo real

- uso de tubos capilares en el intervalo de 25 — 100 um de didmetro interno

Por esta técnica se pueden analizar una gran variedad de analitos, desde iones
pequefios, moléculas pequefias, péptidos, proteinas, DNA, virus, bacterias, células de sangre

y hasta particulas coloidales.

La electroforesis capilar puede dividirse en varias técnicas, en el presente trabajo se

utilizaron dos de ellas:

- Electroforesis Capilar de Zona (CZE)

- Cromatografia Micelar Electrocinética (MEKC)
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Aunque la electroforesis capilar es usada primordialmente como una técnica de
separacion y analisis quimico es, ademds, una herramienta Gtil para demostrar varios
principios quimicos y analiticos. El equilibrio quimico que afecta la movilidad
electroforética, asi como los efectos del pH en la estructura quimica, pueden estudiarse por
electroforesis capilar. Los conceptos de formacion de micelas y equilibrio de particién

pueden ser estudiados utilizando la cromatografia micelar electrocinética.

La movilidad es el pardmetro por seguir en los estudios por electroforesis capilar, ya
que ésta es sensible a variaciones del medio electroforético. De esta manera cambiando el
pH o bien, si se adicionan modificadores como sustancias organicas, tensoactivos o
moléculas con cavidades como ciclodextrinas o selectores quirales, se puede mejorar
considerablemente el proceso de separacion si es el caso, o bien estudiar el reparto de un
analito entre estas moléculas; siendo esta técnica capaz de permitir el calculo de constantes

de acidez o de asociacion y/o reparto.

Barbosa y colaboradores han determinado valores de constantes de acidez de
quinolonas, péptidos y compuestos zwitterionicos en medio acuoso y parcialmente acuoso
(en mezclas de agua/metanol y agua/acetonitrilo) a la vez que optimizan parametros para su
separaciéon valiéndose de métodos computacionales [1-10], todo lo anterior mediante

electroforesis capilar.

Mbuna y colaboradores estudiaron la asociacion de aniones inorganicos con iones
tetra- alquilamonio en soluciones acuosas mediante electroforesis capilar de zona de igual
manera, a partir del cambio en la movilidad con el aumento en la concentracion de los iones

tetra- alquilamonio [11].

El cambio en la movilidad con respecto al pH, para calcular constantes de acidez no

sigue un comportamiento lineal, sin embargo, se pueden usar programas computacionales
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para encontrar los valores buscados. A continuacion, se describen las generalidades y

conceptos de esta técnica de analisis.

1.2. CONCEPTOS BASICOS

La electroforesis es una técnica de separacion que se basa en la aplicacion de un
campo eléctrico a un medio conductor donde se introduce la muestra, los analitos presentes
en la muestra se separan por diferencia en su relacion carga/masa. En la electroforesis en
placa el medio utilizado es, con frecuencia, un gel; sin embargo, este no es un medio lo
suficientemente conductor para permitir el paso de corriente y, por lo tanto, el voltaje méximo
que se puede aplicar en este tipo de electroforesis es de 1,000 Volts. Debido a esta limitante
se crea la electroforesis capilar como un método de separacion mas eficiente ya que, cuando
el medio conductor esta contenido en un tubo capilar, se pueden emplear electrolitos soportes
que permiten la aplicacién de voltajes altos (de hasta 30,000 Volts), debido a que una
solucion electrolitica si provee la suficiente conductividad y por lo tanto soporta una mayor

corriente.

En solucion, la corriente se transporta por medio de iones. La conductividad de una

solucidn esta determinada por dos factores:

- la concentracion de las especies idnicas
- lavelocidad de movimiento o movilidad de las especies iGnicas en un campo

eléctrico

Las especies con gran movilidad son altamente conductoras y viceversa. La movilidad
de los iones en una solucidn estd gobernada por su razén carga/tamafio; el tamafio de la
molécula se determina con respecto a su peso molecular, su estructura tridimensional y su
grado de solvatacion, por ejemplo, el orden para las movilidades de iones metalicos es

inverso al tamafio basado s6lo en el radio i6nico, esto se debe a que los iones mas pequefios
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estdn mas solvatados que sus contrapartes mas grandes en radio. La corriente generada es
proporcional a la movilidad idnica del cation. Este hecho se vuelve importante en la seleccion

apropiada del contraion para preparar el buffer [12].

La condicion que tiene una influencia significativa dentro de las separaciones en
electroforesis capilar es el flujo electroosmaético (eof); este flujo se debe al movimiento de
separacion del buffer a través del capilar de silice, como resultado de la existencia de un
potencial zeta que ocurre en la interfase solvente/silice. La intercara de la silice esta cargada
negativamente como resultado de la desprotonacion de los grupos silanol y ejerce una
atraccion sobre los cationes del buffer y del medio electroforético, formandose entonces una
doble capa. La doble capa consiste en una capa, que se denomina interna, de cationes

inmoviles y una capa externa, o difusa, de iones mdviles, como se muestra en la Figura. 1.1.

interfase @
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Figura 1.1. Representacion de la doble capa en un capilar de silice.

Cuando se aplica un campo eléctrico, los cationes (que en su mayoria son contraiones
del buffer) migran hacia el catodo y como estos se encuentran solvatados, transportan liquido

desde el seno de la solucion, en la misma direccién. Aunque la doble capa no es mas que de



Casa abisr*a al tiempo CAP I TU LO I Interdisciplina en evolucion

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA i . P
AREA DE QUIMICA ANALITICA

unos nandmetros de espesor, el flujo electroosmatico se transmite a traves de todo el diametro
del capilar, presumiblemente mediante los puentes de hidrégeno que existen entre las
moléculas de agua o por las interacciones de van der Waals que existen entre los
constituyentes del buffer [12,14]. Debido a la presencia de este flujo de solvente, todos los
iones migraran en la misma direccion siempre que la velocidad del flujo electroosmético sea
mayor en magnitud, pero opuesta en direccion para todos los aniones presentes en la solucion
(Figura 1.2). Los analitos neutros seran también transportados por este flujo electroosmotico.

U ey Uapp

Ueot
Cationes # == = q
Aniones lentos q e « = »
Aniones rapidos q + h - «
Moléculas neutras q-'- 0 — q

Figura 1.2. Movilidad de cationes, aniones y moléculas neutras bajo la influencia del flujo

electroosmético [12]

En la Figura 1.2. se observa que en todas las separaciones realizadas en electroforesis
capilar debe tenerse en consideracion la presencia del flujo electroosmotico, ya que la
movilidad (u) que se obtendra para los analitos es aparente (Uapp), €S decir, los analitos con
carga positiva (cationes) presentaran una movilidad aparente mas grande que su movilidad
efectiva (Ueff) debido a que el flujo electroosmotico los “ayuda” a migrar mas rapido. Por otro
lado, los analitos con carga negativa (aniones), tienen una movilidad aparente menor, ya que
su tendencia natural sera a migrar hacia el anodo, pero si el flujo electroosmético es lo
suficientemente grande, los “empuja” hacia el catodo. Los analitos neutros, por su parte,
aunque no sienten la presencia del campo eléctrico aplicado, seran “arrastrados” junto con el
flujo electroosmotico.
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Por lo tanto, el flujo electroosmético permite:

- que los analitos neutros migren o se muevan junto con el flujo electroosmotico
- que los cationes y aniones migren hacia el catodo

- enuna sola corrida separar cationes y aniones

El flujo electroosmotico puede ser controlado, modificando el pH de trabajo para
obtener picos simétricos o bien, para reducir el tiempo de analisis; puede ser disminuido,
trabajando a valores de pH menores de 4, agregando un disolvente organico, adicionando un
tensoactivo cationico al electrolito soporte, por debajo de su concentracion micelar critica.
También puede ser eliminado, esto para evitar la adsorcion de moléculas cargadas
positivamente o para permitir la separacion de aniones con gran movilidad; la eliminacién de
este flujo puede entonces, ser temporal, si se recubre la pared del capilar con algn polimero
0 tensoactivo cationico adicionado al electrolito soporte, o bien permanente, si se modifica

la pared del capilar uniendo dicho polimero de manera covalente.

Debido a la importancia del flujo electroosmotico, se debe poner un marcador de éste,
es decir, una sustancia que permita medir su velocidad. Para esto se pide que dicha sustancia
sea neutra a cualquier valor de pH y de preferencia que tenga un coeficiente de absortividad
lo suficientemente grande, de manera que sea detectable una cantidad minima, esto con el fin
de que dicha sustancia solo sirva para determinar el valor de la velocidad del flujo
electroosmotico y no sea necesariamente parte del sistema. En la mayoria de los
experimentos realizados en el presente trabajo, la sustancia utilizada como marcador fue

acetona, aunque se puede utilizar acetonitrilo, metanol e inclusive etanol [14,15].

Existen dos parametros significativos en electroforesis: el tiempo de migracion (tm)
y la movilidad electroforética (u). El tiempo de migracion es el tiempo que le toma al soluto
recorrer el capilar, desde su inicio, hasta la ventana al detector. La reproducibilidad en el

tiempo de migracion puede depender de varios factores operacionales: fuerza idnica del

10
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buffer, tratamientos previos hechos al capilar, asi como la frecuencia de estos, el voltaje

aplicado y la temperatura [15].

La movilidad electroforética es directamente proporcional a la carga del ion e
inversamente proporcional a su radio idnico, es una propiedad caracteristica de cada especie
ionica presente en la solucion y representa la velocidad de movimiento del ion. Para el calculo
de las movilidades electroforéticas es importante considerar el grado de ionizacién de los
analitos en la solucion como en el caso de los acidos o bases débiles, por ejemplo, su grado

de ionizacion depende del pH de la solucion.

En el curso de la separacion, el factor determinante es, si ésta procede en un sistema
de electrolito continuo o discontinuo. Cuando se usa un sistema continuo, el electrolito
soporte se encuentra igual a lo largo de la ruta de migracion. Este continuo no cambia con el
tiempo y provee un medio conductor de corriente, asegurando asi, el flujo de la corriente y
la formacion de un campo eléctrico, a través de la ruta de migracion. El electrolito soporte
debe tener las propiedades amortiguadoras apropiadas, asi como una influencia sobre las

movilidades efectivas.

Cuando se varian las propiedades del electrolito soporte a lo largo de la ruta de
migracion el resultado de la separacion puede ser un proceso cinético. Si la composicion del
electrolito soporte es constante a lo largo de la ruta de migracion, el campo eléctrico, asi

como las movilidades efectivas de las sustancias separadas, también seran constantes.

Si la composicion del electrolito soporte no es constante, entonces el campo eléctrico
y las movilidades efectivas cambiaran a lo largo de la ruta de migracion, afectando
fuertemente el proceso de separacidn. Desde el punto de vista macroscopico, la migracion de
varias especies puede detenerse en los diferentes lugares de la ruta de separacion. En un

medio discontinuo, la muestra migra entre dos diferentes electrolitos. Aqui la conduccion de

11
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la corriente eléctrica en la zona de la muestra es soportada exclusivamente por la sustancia

analizada y el sistema contra- ionico [13].

Existen diversas modalidades dentro de la técnica de Electroforesis Capilar, de
acuerdo con las necesidades de separacion, las dos mas comiUnmente empleadas son la
Electroforesis Capilar de Zona (CZE, por sus siglas en inglés) y la Cromatografia Micelar

Electrocinética (MEKC, por sus siglas en inglés).

La Electroforesis Capilar de Zona (CZE) se caracteriza por la migracion de la muestra
en un electrolito soporte, el cual conduce practicamente toda la corriente. La composicion
del electrolito se mantiene constante a lo largo de la ruta de migracion y no cambia con el
tiempo. La conductividad del electrolito dentro del capilar es practicamente constante antes
y durante el proceso de separacion y cualquier desviacion de la conductividad en las
posiciones de las zonas de migracion es despreciable. Obviamente la intensidad del campo
eléctrico es también constante a lo largo del capilar. La separacion se lleva a cabo de tal
manera gque los analitos contenidos en la muestra (la cual se introduce en un extremo del
capilar), después de sentir la presencia del campo eléctrico aplicado comienzan a migrar,
separéndose debido a la diferencia en sus movilidades [13].

Con la modalidad de CZE, Gnicamente se pueden separar completamente los analitos
gue posean carga, ya que los analitos neutros migraran todos juntos arrastrados por el flujo

electroosmotico.

La Cromatografia Micelar Electrocinética, MEKC, es una técnica de separacion que
combina algunos de los principios operacionales de la Cromatografia Liquida Micelar y la
Electroforesis Capilar de Zona. Fue propuesta por Terabe y colaboradores en 1984 [16]; esta
técnica puede ser considerada como un tipo de cromatografia con una fase pseudo-

estacionaria micelar y una fase movil que es impulsada electroosmoéticamente. La fase

12
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pseudo-estacionaria micelar la provee un tensoactivo que se encuentre por encima de su

concentracion micelar critica [13,16], es decir, cuando forma micelas.

La técnica MEKC, a diferencia de la CZE, permite la separacion de solutos neutros
ya que el centro hidrofébico de la micela puede servir como una cavidad para retener
compuestos no polares que se introduzcan en la solucion. Debido a esto, la solubilidad de
muchas sustancias insolubles en agua se puede incrementar hasta en varios ordenes de
magnitud. Si la micela posee carga eléctrica, la estabilidad de los complejos formados por
solubilizacion micelar provee diferencias en las movilidades efectivas y permite entonces su

separacion electroforética [13,16].

Para especies neutras, el equilibrio entre la micela y el electrolito soporte rige su
movilidad electroforética y por lo tanto sus posibilidades de separacion. La mayoria de los
analitos interaccionan de una u otra forma con la micela. Los compuestos hidrofobicos en
general interaccionan fuertemente con la micela y son retenidos en mayor proporcion que los
hidrofilicos [13].

Un soluto que es altamente polar no se solubiliza en las micelas y por lo tanto migrara
con el flujo electroosmotico, marcando ademas el valor de movilidad de este (en general se
usa metanol). Por otro lado, un soluto que se solubilice por completo en las micelas migrara
con la misma velocidad que éstas y, por lo tanto, siguiendo este compuesto se puede obtener
la movilidad de las micelas (para este caso se usa, en general, Sudan I1). Estos tiempos, el
del flujo electroosmotico y la micela, proveen una ventana de migracion dentro de la cual se

observara la separacion de los solutos neutros [16].

La distribucion de los analitos y los equilibrios que resultan dependen de la polaridad
de éstos. Con los analitos polares se favorece la permanencia en la disolucion acuosa mientras
que los compuestos no polares prefieren el medio constituido por las cadenas de hidrocarburo
de las micelas [13,16].

13
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Cuando se emplea un tensoactivo anidnico las micelas tienen una movilidad
electroforética hacia el anodo. Sin embargo, dado que la mayor parte de las disoluciones
reguladoras utilizadas en MEKC presentan un flujo electroosmético alto hacia el catodo, esto
provoca gue las micelas anionicas sean arrastradas hacia dicho electrodo, con una velocidad
menor a la del flujo electroosmético [13]. Esto significa que las muestras introducidas del
lado del &nodo pueden ser detectadas en el catodo que es donde se encuentra el detector. Por
otro lado, cuando se emplea un tensoactivo cationico este se adsorbe en las paredes del capilar
haciendo que el flujo electroosmotico se invierta y que todo migre hacia el anodo, por lo
tanto, se debe invertir la polaridad en los electrodos para observar los analitos analizados
[13,16].

1.3. DESCRIPCION DEL EQUIPO DE ELECTROFORESIS CAPILAR

El equipo de electroforesis capilar utilizado en el presente trabajo es el modelo P/ACE
MDQ de Beckman, el cual puede aplicar voltajes de hasta 30 kV y permite corrientes de hasta
300 pA. El cartucho (o cassette) que soporta el capilar cuenta con un sistema de enfriamiento
que permite trabajar en un intervalo de temperatura desde 4 °C hasta 60 °C. Como sistemas
de deteccion cuenta con dos modulos intercambiables; el primero con cuatro filtros en la
region UV de 200, 214, 254 y 280 nandmetros. El segundo médulo tiene un arreglo de diodos,
éste proporciona mas informacién ya que permite monitorear longitudes de onda desde 190
hasta 600 nandmetros, con lo que se pueden obtener los espectros de los picos que aparecen

en los electroferogramas y de esta forma, asignar a que analito corresponden.

1.3.1 CARACTERISTICAS DEL CAPILAR

Idealmente, los capilares utilizados en electroforesis capilar deben cumplir con las

siguientes caracteristicas:
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- deben disipar bien el calor
- ser quimicay eléctricamente inertes
- transparentes a la region UV-Visible, ya que con esto se facilita la deteccion

en linea

Los capilares de silice fundida son los que mejor cumplen estas condiciones y por
ello son los mas ampliamente utilizados. Para aumentar su flexibilidad y resistencia se
recubren de una capa de poliimida. Con el propésito de llevar a cabo la deteccidn, se elimina

una pequefa seccion del recubrimiento, este segmento se conoce como ventana del capilar.

Los grupos silanol, contenidos en el capilar, son los responsables de la presencia del
flujo electroosmdético, que se menciono6 con anterioridad, estos grupos silanol se encuentran
protonados a valores de pH &cidos, y conforme el pH aumenta se desprotonan (ver Figura

1.3), favoreciendo la formacion de la doble capa esquematizada en la Figura 1.1.

pH basico
OH OH OH OH O O O O
é. . -l » |
1 1 D1 -+ 1 Wl 1 Dl

pH acido

Figura 1.3. Protonacion y desprotonacion, de acuerdo con el pH, de los grupos silanol presentes en la pared

de un capilar de silice.

En este proyecto se utilizaron capilares de silice fundida de 75 um y 50 um de

diametro interno, variando las longitudes, segun el experimento.

El acondicionamiento del capilar es importante si se quiere obtener buena

reproduccion en los tiempos de migracion, por lo que este es un paso obligado al inicio de

15
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cada experimento. Los tiempos de cada lavado dependeran, por supuesto de la longitud y

didmetro interno del capilar, a fin de reemplazar el fluido contenido en el capilar

Para el trabajo realizado en el presente proyecto, los capilares nuevos se
acondicionaron mediante la introduccion de diferentes soluciones, por presion, segun la

siguiente secuencia:

- agua desionizada a 30 psi por 5 minutos, 25 °C

- solucidn de hidréxido de sodio 0.1 M, a 30 psi, durante 10 minutos, 25 °C
- solucidn de hidréxido de sodio 0.1 M a 30 psi, durante 10 minutos, 40 °C
- agua desionizada a 30 psi durante 10 minutos, 25 °C

- 15 minutos a 20 psi con el buffer de trabajo, 25 °C

En general, para las repeticiones en los experimentos realizados en el presente trabajo,
antes de introducir la muestra y aplicar la diferencia de potencial, se hacia la siguiente

secuencia de acondicionamiento (manteniendo la temperatura del capilar a 25°C):

- NaOH (0.1 M), a 20 psi durante 2 minutos
- H20 desionizada, a 20 psi por dos minutos

- aproximadamente 3 minutos a 20 psi con el buffer de trabajo

Con esto se obtiene una buena reproducibilidad en los tiempos de migracion de los
analitos estudiados [17]. El capilar se guardaba lleno de agua para evitar que se pudiera llegar

a tapar.
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1.3.2 INTRODUCCION DE LAS MUESTRAS

La introduccion de la muestra puede hacerse de forma hidrodinamica (aplicando
presion o haciendo vacio por un tiempo determinado) o bien, aplicando una diferencia de
potencial durante un cierto tiempo. Se utiliza la aplicacion de voltaje cuando se quiere

enriquecer la muestra introducida en algun tipo de ion, ya sea cationes o aniones.

En general, se prefiere la introducciéon de forma hidrodindmica ya que la muestra
introducida es homogénea, es decir contiene todo tipo de analitos en cualquier forma que se

encuentren, ya sean iones 0 neutros.

Para los experimentos realizados en el presente trabajo la introduccién de la muestra
se hizo de forma hidrodinamica, aplicando presiones entre 1.0 psi y 5.0 psi durante 5 0 10

segundos, dependiendo del analito y del solvente en el que se encontraba.

En general, la introduccién de la muestra se hace por el lado del anodo, de modo que
los analitos recorren una cierta distancia hasta el detector (dependiendo de la longitud del

capilar); a esta distancia se le conoce como longitud efectiva (Lefr).

Cuando el flujo electroosmotico es pequefio, es decir a valores acidos de pH, si se
tiene un analito cargado negativamente, rara vez se observara su salida por el detector, ya
que no hay un flujo lo suficientemente fuerte que lo arrastre hacia el catodo dentro de un
intervalo de tiempo razonable. Cuando esto sucede, se puede introducir la muestra por el
catodo e invertir la polaridad de los electrodos (polaridad invertida o inversa), de esta manera
el analito introducido recorre una menor longitud efectiva y asi el intervalo de tiempo se

reduce y puede ser que se observe la salida del analito.
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1.4. PREPARACION DE SOLUCIONES

1.4.1. ELECTROLITO SOPORTE

En electroforesis capilar se emplea una extensa variedad de electrolitos soporte o
buffers (ver Tabla 1.1). Como se menciond con anterioridad, el proposito de éstos es
mantener el control del pH y proveer la conductividad suficiente para llevar a cabo la

separacion.

Las concentraciones que se manejan varian en un intervalo de entre 10 y 100 mM,
aungue puede haber excepciones. Si bien, los electrolitos méas diluidos pueden producir
separaciones mas rapidas, se debe reducir la concentracion de la muestra a inyectar y por otro
lado un buffer muy concentrado produce un aumento significativo en la corriente y esto
genera problemas de calentamiento del capilar y por lo tanto gradientes de temperatura a lo
largo de la separacion.
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Tabla 1.1. Electrolitos soportes comunmente usados para electroforesis capilar [12].

ELECTROLITO SOPORTE pPKa
Fosfato 2.12 (pKa1)
Citrato 3.06 (pKa1)

Formiato 3.75
Citrato 4.74 (pKa2)
Acetato 4.75
Citrato 5.40 (pKas)
MES* 6.15
Fosfato 7.21 (pKa2)
TRIS** 8.30
Borato 9.24

CAPS*** 10.24
Fosfato 12.32 (pKas)

*MES: &cido 2-[N-morfolino]-etanosulfonico; **TRIS: 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-

diol; ***CAPS: acido 3-[ciclohexilamino]-1-propanosulfénico

En la seleccién de la concentracion del electrolito soporte cabe recordar que éste
debe resistir cambios de pH para una dilucién o ante una adicion de acidos o bases, y que
la capacidad amortiguadora se limita a + 1 unidades de pH de su valor de pKa; la operacion

fuera de ese intervalo requiere el reemplazo frecuente del buffer para evitar cambios en el

pH.

En el presente trabajo se seleccion6 como electrolito soporte el buffer de fosfatos
ya que, al ser un acido poliprotico tiene la ventaja de que puede utilizarse en un intervalo
amplio de pH, ademas tiene una baja absorbancia en el intervalo de UV-Visible. Las
concentraciones fueron:100 mM y 50 mM. Los amortiguadores para cada valor de pH
se preparaban a partir de soluciones estandar de concentracion 0.1 M de HsPOsg,
NaH2PO,, NaHPO4 y NaPOa, segun el pH requerido.

19



Casa abierta al tiempo Interdisciplina en evolucién
owdn 5 W CAPITULO |

AREA DE QUIMICA ANALITICA

1.4.2. PREPARACION DE MUESTRAS

Los limites de deteccion en electroforesis capilar, en teoria, pueden ser del orden de
10 M, sin embargo, cuando se tiene un detector Optico se debe recordar que la absorbancia
(A), que es la respuesta que se obtiene, sigue la ley de Beer y que, en este caso, la longitud
de paso Optico es el didmetro del capilar que se esté usando (a diferencia de la
espectrofotometria UV-Visible donde la celda, que es la longitud de paso dptico, es de un
centimetro), por lo que, en ocasiones, las muestras introducidas deben ser preparadas del
orden de 102y 10* M, pero eso claro, depende de la absortividad que tengan los analitos

presentes en la muestra que se introducira.

En el presente trabajo las muestras se preparaban en concentraciones en el orden de
10* 0 10° M, en buffer, a partir de soluciones stock de concentracion aproximadamente 1
mg/mL; cabe resaltar que la solucion stock podia ser de un solvente no acuoso (0 mezcla
parcialmente acuosa) como metanol o etanol; esto Gltimo porgue algunos analitos estudiados
no eran muy solubles en medio acuoso. Sin embargo, es deseable que la muestra se encuentre
en el buffer de trabajo para asegurar un perfil plano en la corriente y con esto una buena
reproducibilidad en los experimentos.

Por Gltimo, a la muestra a introducir se le agregaba un cierto volumen de acetona (casi

siempre al 3%), como marcador del flujo electroosmético.
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DESARROLLOY EVALUACION DE UNA METODOLOGIA
PARA LA DETERMINACION DE CONSTANTES DE
EQUILIBRIO POR ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

2.1. INTRODUCCION

La determinacion de constantes de equilibrio, en especifico constantes de acidez,
puede realizarse por varios métodos como: espectrofotometria UV-Visible, cromatografia

liquida o métodos potenciométricos [2,19-22].

La determinacion de los valores de pKA, mediante UV-visible depende en gran
medida, de que las especies &cido-base involucradas, presenten diferentes espectros de
absorcidn, ademas de la necesidad casi obligada de que el soluto analizado sea de alta pureza
0 bien que las impurezas, de existir, no absorban en el intervalo de longitudes de onda

estudiado ya que podrian traslaparse con los espectros del soluto de interés.

En el caso de cromatografia liquida como técnica para la determinacion de los valores
de pKa de un soluto los problemas aumentan ya que se debe trabajar en medio no acuoso o
modificando el mismo para mejorar la selectividad y los tiempos de retencion [23,24].

Por ultimo, en el caso de las valoraciones potenciométricas, la concentracion del
analito debe ser lo suficientemente alta, entre 103y 102 M, para obtener una determinacion

confiable.

Por todo lo anterior, la electroforesis capilar puede considerarse como un método
alterno que puede resolver estos inconvenientes, ya que, como se menciond antes, es posible

trabajar en concentraciones hasta 10° M, ademas de hacer las determinaciones en un sistema
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acuoso, o bien, utilizando algin modificador organico para aumentar la resolucion, sin que

esto afecte en gran medida los tiempos de migracion de las especies analizadas [3,14].

En el capitulo anterior se menciond que algunos autores habian determinado
constantes de acidez de diversos analitos usando electroforesis capilar, siguiendo la
movilidad que es una propiedad caracteristica de cada especie. También se mencion0 que
dicha propiedad no sigue un comportamiento lineal con el cambio en el pH pero que es
posible utilizar programas de coOmputo para hacer este ajuste y encontrar asi, los valores

buscados.

Con base en lo anterior, el objetivo de este capitulo consiste en explicar el desarrollo
de la metodologia planteada para la determinacion de constantes de acidez usando
electroforesis capilar. Esta metodologia se desarroll6 utilizando como analitos, una familia
de compuestos indicadores de pH denominados sulfonftaleinas, los cuales son compuestos
con valores de constantes de acidez determinados y reportados [17], algunos estudiados
inclusive, en el grupo de trabajo del area de quimica analitica. La posterior aplicacion de esta

metodologia a farmacos de reciente creacion se explica en el siguiente capitulo.

2.2. PARTE EXPERIMENTAL

Los fosfatos utilizados para preparar los buffers fueron: NaH2POs y Na;HPO4 de
Fluka (99% de pureza), el NasPO4 de Aldrich (96% de pureza); el HsPO4 fue proporcionado
por J.T. Baker (85.4% de pureza). El agua utilizada, para preparar soluciones, se obtuvo de

un desionizador MilliQ de Millipore, con una resistividad de 18.2 MQ cm.

Los indicadores seleccionados fueron el rojo de fenol (rf), rojo de cresol (rc), azul

de timol (at) y azul de bromotimol (abt), los cuales, como se menciond en la seccién anterior

lucion
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son una familia de sulfonftaleinas y difieren entre si por algunos grupos funcionales, siendo
el rojo de fenol el primer miembro de esta familia de compuestos. En la Figura 2.1 se

representan los cuatro indicadores.
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Figura 2.1. Representacién de los cuatro indicadores

El buffer utilizado fue de fosfatos en concentracion 100 mM, a valores de pH entre 5
y 11, preparados a partir de soluciones estandar de concentracion 0.1 M de H3POs, NaH2POs,
Na;HPO4 y NaPOg4, segun el pH requerido, ajustando este ultimo con soluciones de NaOH 6
HCI.

Las soluciones de indicadores se prepararon en concentracion 10 M, disolviendo
primero el indicador en 1.0 mL de etanol y aforando a 10 mL con agua desionizada (solucion
stock).
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La muestra se preparaba en un vial de 2.0 mL, se ponia una alicuota de 50 pL de la
solucidn stock de indicador y 1500 pL de buffer, adicionando ademas 20 L de acetona como

marcador del flujo electroosmético. La muestra se introdujo de forma hidrodinamica a 1.0

psi por 5 segundos.

El capilar utilizado tenia una longitud total de 60 cm (longitud efectiva de 50 cm, o

bien 10 cm si se inyectaba por el catodo) y se aplico un voltaje de 20 kV.

2.3. RESULTADOS

En primer lugar, se hicieron inyecciones de azul de bromotimol (abt), para observar
como se afectaba la reproducibilidad en el tiempo de migracion a diferentes valores de pH 'y

se obtuvieron los electroferogramas que se muestran en la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Electroferogramas del azul de bromotimol (abt), obtenidos a diferentes valores de pH: A) 4.17, B)
5.90, C) 6.86, D) 7.84, E) 9.17 y F) 10.38

En los electroferogramas anteriores (Figura 2.2), se puede apreciar que la
reproducibilidad en el tiempo de migracion es mejor cuando se trabaja a valores de pH entre
neutros y basicos, esto es porque, el flujo electroosmotico en estos valores de pH es mayor y
mas reproducible, permitiendo a su vez que el tiempo de migracion del azul de bromotimol
sea practicamente el mismo en el intervalo de pH ya mencionado. Esto no solo afecta al
tiempo de migracion, sino también a la simetria del pico, ya que se observa una mejor simetria

cuando el flujo electroosmotico es mas reproducible.

Una vez que se adiciona acetona al sistema, como esta marca la movilidad del flujo

electroosmatico y junto con ella salen los compuestos neutros, se puede observar en los
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electroferogramas, la carga promedio que tiene el azul de bromotimol a cada pH, segun sale

antes o después de la acetona. Esto se aplica a todos los analitos (cargados o no) ya que, si la

sefial del analito sale antes que la acetona podemos decir que se trata de un compuesto

cargado positivamente, cuando la sefial de la acetona y del analito no se distinguen (salen

juntas) significa que éste se encuentra neutro y finalmente, para las sefiales que se observan

después de la acetona, la carga que se asigna a estos analitos es negativa.

En la Figura 2.3 se presentan los electroferogramas del abt obtenidos para valores de

pH 5y 8. Como se puede observar, el azul de bromotimol tiene carga negativa en este

intervalo estudiado de pH, ya que su sefial se observa después de la acetona.
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Figura 2.3. Electroferogramas obtenidos para el azul de bromotimol (abt) condiciones: A) pH=5; B)
pH= 8. El pico | corresponde a la acetona y el pico Il al abt.

A partir de los electroferogramas se obtienen los tiempos de migracion de cada analito

(acetonay azul de bromotimol), los cuales se muestran en la Tabla 2.1, con su incertidumbre

asociada.
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Tabla 2.1. Tiempos de migracion, con su respectiva incertidumbre, obtenidos para la acetona y el azul de

bromotimol a diferentes valores de pH.

tiempos de migracion (min)
pH acetona azul de bromotimol
5 0.879 + 0.010 1.142 +£0.019
6 0.744 + 0.002 0.926 +0.002
7 0.721 +0.000 0.904 +0.007
8 0.730 +0.002 1.036 +£0.003
9 0.729 £ 0.000 1.083 +0.000
10 0.729 +0.000 1.095 +0.002
11 0.727 +0.007 1.098 +0.010

Con los tiempos de migracion se calcula la movilidad (u), de acuerdo con la siguiente
relacion [12-14]:

_ Lrlesy
u=-- (2.1)

Donde L+ es la longitud total del capilar; Les es la longitud al detector (o longitud
efectiva); V es la magnitud del campo eléctrico aplicado y ty, es el tiempo de migracién del

analito.

Los valores para los parametros Lt y Le Se especificaron en la seccion
experimental, asi que se calculan las movilidades aparentes (uapp) del indicador para cada
valor de pH. En los electroferogramas de la Figura 2.3 se deduce que el azul de bromotimol
se encuentra predominantemente como anion en el intervalo de pH estudiado. Esto implica

que las movilidades calculadas seran de un anién, y por convencion tendran signo negativo.

Cabe mencionar que las movilidades calculadas con la relacion (2.1), son movilidades
aparentes, ya que no se debe olvidar el efecto del flujo electroosmotico el cual, en este caso,
obliga al azul de bromotimol a moverse hacia el catodo. Entonces a la movilidad aparente del
indicador debe restarse el efecto del flujo electroosmotico (Ueor), de acuerdo con la siguiente
expresion:

ueff = uapp - ueof (22)
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Estas movilidades efectivas del azul de bromotimol se presentan en la Tabla 2.2.

Cuando se grafica el comportamiento de

Tabla 2.2. Movilidades efectivas de la acetona y el azul de bromotimol.

movilidad (m*/Vs)
pH acetona azul de bromotimol
5 5.82E-08 -1.34E-08
6 6.88E-08 -1.35E-08
7 7.10E-08 -1.44E-08
8 7.01E-08 -2.07E-08
9 7.02E-08 -2.29E-08
10 7.02E-08 -2.34E-08
11 7.04E-08 -2.38E-08

la movilidad del

indicador azul de

bromotimol en funcién del pH (ver Figura 2.4), se observa que para valores de pH menores

a7, lamovilidad es practicamente constante, esto se debe a que la especie presente en mayor

cantidad es el mono- anion (con un protdn menos). Lo mismo ocurre para valores de pH

mayores a 9, donde la fraccion predominante es el di-anion (dos protones menos); mientras

que en el intervalo comprendido entre valores de pH de 7 a 9, se observa un cambio marcado

en la movilidad. Esto puede indicar la presencia de un valor de pKa en esta zona, ya que la

movilidad efectiva es un promedio ponderado de las especies presentes para el analito a cada

valor de pH.
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Figura 2.4. Movilidad efectiva del azul de bromotimol en funcién del pH
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Para corroborar esta idea, en la Figura 2.5 se presenta el diagrama de distribucion de
especies con el valor de pKa reportado para el azul de bromotimol, que es de 8.16 [17] y
estas fracciones se comparan con la movilidad efectiva obtenida en el intervalo de pH.

......... fabt2 f Habt- u (abt)
1.0 1 r -1.0E-08
- -1.2E-08
0.8 1 >
- 14E08 S
E
:5 05 | - -1.6E-08 Tv’
2 2
g - -1.8E-08 §
)
0.4 -2.0E-08 T
©
3
- -22E-08 >
0z | g
-2.4E-08
0.0 -2.6E-08

Figura 2.5. Comparativo del comportamiento de la movilidad efectiva (marcadores) y la fraccién de la
distribucidn de especies (linea) del azul de bromotimol con respecto al pH. La movilidad esta referida al eje
secundario.

En una gréfica de distribucion de fracciones de especies, el cruce entre éstas indica la
presencia de una constante de equilibrio entre dos especies, en este caso particular, la especie
mono-anionica del azul de bromotimol (Habt °), esta en la misma fraccion que la especie di-
anidnica (abt %), el valor de pH de este cruce se asocia al valor de la constante de equilibrio.
En la Figura 2.5 se puede observar que el cambio marcado en la movilidad (marcadores) se
tiene, precisamente en la zona donde se observa también el cruce de las fracciones de las
especies, por lo que se puede afirmar que a partir del comportamiento de la movilidad
efectiva con respecto al pH de un analito ionizable se pueden observar la presencia de valores

de constantes de acidez.
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Un estudio similar se realizo para los indicadores: rojo de fenol (rf), rojo de cresol
(rc) y azul de timol (at), los cuales, como ya se menciond, pertenecen junto con el azul de
bromotimol (abt), a las sulfonftaleinas y que difieren entre ellos por los grupos funcionales

que se van adicionando a los anillos fendlicos.

Los valores de constantes de acidez reportados son: 7.69 para el rojo de fenol, 7.87
para el rojo de cresol, 9.50 para el azul de timol y 8.16 para el azul de bromotimol [17]
como se muestra en la Tabla 2.3. Adicionalmente se muestra la carga en cada pH, de acuerdo

con el valor de pKa para cada indicador.

Tabla 2.3. Valor de la carga eléctrica para cada indicador en el intervalo de pH estudiado, también se

muestra el valor del pKA de cada uno; rf (rojo de fenol), rc (rojo de cresol), at (azul de timol) y abt (azul de

bromotimol).
Valor de la carga eléctrica promedio de acuerdo al
pH
pH Rf rc at abt
5 -1 -1 -1 -1
6 -1 -1 -1 -1
I -1 -1 -1 -1
8 -2 -2 -1 -1
9 -2 -2 -1 -2
10 -2 -2 -2 -2
11 -2 -2 -2 -2
pKa 7.69 7.87 9.50 8.00

Los datos de carga se corroboran con los electroferogramas obtenidos ya que, la sefial
correspondiente a los indicadores, se observa después de la acetona y esto indica que se

encuentran predominantemente en forma anionica en estos valores de pH (Ver Figura 2.6).
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Figura 2.6. Electroferogramas obtenidos para cada uno de los indicadores a pH 7: a) rojo de fenol, b) rojo

de cresol, ) azul de timol. El pico | corresponde a la acetona, el pico Il al indicador correspondiente.

De igual manera que se hizo con el azul de bromotimol, se calcularon las movilidades
efectivas de los demas indicadores; en la Tabla 2.4 se resumen dichas movilidades a cada
valor de pH en el intervalo estudiado. Aqui se observa la tendencia en la relacion carga/masa,
es decir, la movilidad del rojo de fenol que es el indicador de menor masa es mayor que la
del azul de timol y del azul de bromotimol, que son compuestos con mayor masa y por lo
tanto son mas lentos; y comparable con la del rojo de cresol, cuya masa es similar, lo anterior
tomando en cuenta el intervalo donde todos tienen una carga negativa. Ademas, se observa

que cuando han perdido un proton mas, es decir cuando ganan dos cargas negativas, su
movilidad aumenta casi al doble.
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Tabla 2.4. Movilidades efectivas (Uer) obtenidas para los cuatro indicadores en el intervalo de pH estudiado;

rf (rojo de fenol); rc (rojo de cresol), at (azul de timol), abt (azul de bromotimol).

Uerr X10°® (M?/V/s)
pH rf rc at abt
5 -1.777 -1.764 -1.448 -1.339
6 -1.836 -1.687 -1.440 -1.340
7 -1.859 -1.749 -1.448 -1.437
8 -2.369 -2.213 -1.558 -2.072
9 -2.372 -2.738 -1.648 -2.294
10 -2.459 -2.978 -2.357 -2.345
11 -2.486 -2.982 -2.682 -2.380

Esta tendencia se observa en general para todos los analitos ionizables, es decir, la
magnitud de la movilidad de un cation comparada con el anién de un mismo analito sera la
misma (aungue con signo contrario) y aumentara al doble cuando la carga aumente en una

unidad.

También se graficé la distribucion de fracciones de especies para cada indicador, de
acuerdo con los valores de pKa mencionados con anterioridad (Tabla 2.3) y, de igual manera
gue con azul de bromotimol, se compararon con el comportamiento de la movilidad efectiva

en funcion del pH, obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Comparativo del comportamiento de la movilidad efectiva (marcadores) y la fraccion de la
distribucién de especies (linea) de: a) rojo de fenol (rf), b) rojo de cresol (rc), ¢) azul de timol (at) y d) azul

de bromotimol (abt), con respecto al pH. La movilidad esta referida al eje secundario.

Analizando esta Figura 2.7 se pueden hacer conclusiones similares a las obtenidas en
la Figura 2.4 para el indicador azul de bromotimol, ya que, para el resto de los indicadores
se observa un cambio marcado en la movilidad efectiva cuando se tiene el cruce en las
fracciones de las especies, permitiendo aseverar nuevamente que este cambio en el
comportamiento de la movilidad se debe a la presencia de una constante de equilibrio entre

dos especies.

Hasta aqui se ha demostrado que cambios marcados en el comportamiento de la
movilidad efectiva con respecto al pH, indican la presencia de constantes de equilibrio, con
esto surge la necesidad de plantear una forma de hacer un ajuste de los datos experimentales
para determinar el valor de dichas constantes. Sin embargo, también se ha observado que

dicho comportamiento de la movilidad con respecto al pH no es lineal. Este comportamiento
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se debe a que la movilidad es un parametro que esta ponderado por la fraccion de las especies

del analito presentes en el sistema de acuerdo con la relacion [13]:
Uerr = i XilUi (2.3)

Cuando se tiene un sistema con un equilibrio de acidez, como en el caso de los indicadores

mostrados, se puede plantear el siguiente equilibrio:

HI" 2 H* +1?~ (2.4)

Donde 12~ y HI~ son las especies del indicador di-anién y mono-anidn, respectivamente.

Este equilibrio tiene una constante asociada que esta dada por:

k = (2.5)

Por otro lado, al sustituir en la ecuacion (2.3), las especies de los indicadores y sus
movilidades respectivas tenemos que:

[HI”] [1>7]

Uerf = Tarrepz) Y+ Tarmpepe M2 (2.6)

Donde uy;- Y u;2- son las movilidades asociadas a la especie monoanidnica y di-anidnica,

respectivamente.

Sustituyendo la concentracion de la especie HI~, que se encuentra a partir de la ecuacion
(2.5), en la relacién anterior (2.6), se obtiene la ecuacion:

[H+]uH1—+ku12_

ueff = [H+]+k (27)

Laken la relacion (2.7) es la constante de acidez buscada y como se observa se tiene
la dependencia en el pH mediante la concentracion de iones hidronio, [H*].
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Esta ecuacion (2.7) puede programarse en un método computacional que permita el
ajuste de los pardmetros que se tienen en ella; es decir, el programa de computo debe ser
capaz de proporcionar, ademas del valor de k, las movilidades de las especies, en este caso

uHI— y u,z— .

La determinacion de constantes de acidez, usando espectrofotometria, también puede
requerir del uso de programas que realizan refinamientos de varios parametros
experimentales y que realizan ajustes no lineales. En el area de trabajo de Quimica Analitica
se utiliza el programa SQUAD [29,30] con este fin. Si bien, SQUAD es un programa que se
alimenta con valores de absorbanciay pH se pensé que las ecuaciones de la Ley de Aditividad
(para Absorbancias) y la de movilidad efectiva, son matematicamente parecidas, y por tanto
podria funcionar para el refinamiento de datos de movilidad en funcién del pH como se

describe a continuacion.

2.3.1 PROPIEDADES QUE TIENEN DEPENDENCIA LINEAL CON LA
CONCENTRACION O CON LAS FRACCIONES DE ESPECIES

Existen varias propiedades fisicoquimicas las cuales, en condiciones controladas
muestran un comportamiento lineal con la concentracién de las especies que producen una

respuesta, R. este comportamiento lineal puede representarse mediante la ecuacién (2.8).
R :R1+R2+"'+Rn:k1C1+k2C2+"'knCn ........ (28)

Donde R es la respuesta total del sistema, R;, es la contribucion de cada especie a la
respuesta, mientras que Ci y ki son las contribuciones de cada especie a la respuesta total del

factor de respuesta y la concentracion de la i-esima especie respectivamente.
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Si las especies estan relacionadas a través de un equilibrio quimico rapido, o bien un
intercambio cinético, debe entenderse que la respuesta total es una media ponderada por la
contribucion de todas las especies presentes en el sistema y dicha ponderacion esta dada por

una fraccion de las especies.

Por ejemplo, si las especies L%, HLZL*D  H;LEL*D . H,LEL*M | estan

relacionadas mediante el equilibrio de formacion global, definido por la ecuacion (2.9):
L%t + jH* 2 H;L“*) con B; (2.9)
donde je{1,2, ....,n}

Es posible calcular las fracciones molares de las especies, de acuerdo a [27]:

_ DA ( 1 ) 2.10
fo =i = 00y = \Cr T o tn ot By Ve Bl T (2.10)
Ademés:
[I_IjL(ZL+j)] '
— — — +

Donde L’ representa la suma de las concentraciones de la especie (n+1) del componente L en
el sistema. Las fracciones de las especies dadas por la ecuacion (2.10) pueden ser ponderadas

por la media (también ponderada) de algunas propiedades.

2.3.2. ABSORBANCIA EN ESPECTROFOTOMETRIA

Los estudios que se realizan por espectroscopia requieren que el analito estudiado
observe la ley de la Aditividad que idealmente, establece que la absorbancia total se debe a

la suma de la absorbancia de cada especie quimica presente en el sistema. Entonces, la
absorbancia del sistema a una determinada longitud de onda (A™) y una longitud de paso

optico, (¥) sigue la relacién:

lucion
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A= AP+ AR+ A+ A =
= ([ L ]+ely) .,[HL‘ & ]+ ey, ! v,[H i ]+ el .,[H I ’“”}
l) [fL[L]+€ {/fHI [L]+ +eHLffHL[L]+ +EHL[fHL[L]_ (211)

(“’fL+e A L A0 A L

Por tanto, la ecuacion (2.11) demuestra que la absorbancia o el coeficiente de absortividad
molar de L’ puede escribirse como la media ponderada de las fracciones molares de todas las

especies en el sistema.

2.3.3. CAMBIOS QUIMICOS EN RMN CON INTERCAMBIO QUIMICO
RAPIDO

Cuando en Resonancia Magnética Nuclear (RMN), se encuentra presente un
intercambio rapido de H* (u OH") en el equilibrio (ecuacion 2.9), los cambios quimicos del
mismo nucleo (N, diferente de H) en L’, también muestran un comportamiento lineal que

estd dado por la ecuacion (2.12).

0 =5 Opfp+w 0 LfHL+"'+N,«§H',~Lf1{,-L+“'+.N’,-JH,,Lj}J,,L (2.12)

Esto se debe a que los cambios quimicos estan ponderados por la abundancia relativa de las

especies, debido a que el nucleo responde al ambiente quimico que lo rodea.

2.34. CONDUCTIVIDAD EQUIVALENTE Y MOVILIDAD
ELECTROFORETICA
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La movilidad electroforética (uH]. L) de una especie eléctricamente cargada (LZ”J'L) esta dada

por la ecuacion 2.13 [34]:

ZLAL = FuL (213)
Donde Zy,L, €S la carga de las especies H]-LZHJ'L, AH].L es equivalente a la conductividad y F
es la constante de Faraday.

Ahora bien, para un conjunto de especies definido por la ecuacion (2.9), cuyo
equilibrio es mas rapido que su movimiento debido al campo eléctrico aplicado, la movilidad

electroforética seguird una relacion del tipo [28]:
Uy =uyfy +ugfu, + 0+ quLijL +-t+ anLanL (2.14)

Sustituyendo la ecuacion (2.13) en la (2.14), se puede demostrar que:

7 Zy LAl ;L

ZypA ZHpLAHR
uy = SR fy T f e f b A T iy (215)

Esta relacion (2.15), prueba que la movilidad electroforética de L’ es, igual que las
propiedades anteriores, una media ponderada de las movilidades electroforéticas de las

especies, cuya ponderacion es igual (o esta dada) por las fracciones molares de las especies.

Mas adn, si las conductividades equivalentes de cada una de las especies son lo

suficientemente cercanas entre ellas, entonces se tiene:
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La ecuacion anterior acepta la aproximacion dada en la ecuacion (2.17):

| >

-
Uy, = (ZLfL Y Zypfur + ot Zy g fug + ot ZHanHnL)F ~Zo (2.17)

La relacion (2.17) presenta la movilidad electroforética de L’ como una media ponderada
cuya ponderacion estd dada por la carga eléctrica de la fraccion de las especies y ademas

demuestra que es, en principio, directamente proporcional al promedio de la carga eléctrica
@).

Debido al isomorfismo entre las ecuaciones (2.11), y (2.12) con la relacion (2.14), se
pretende hacer el ajuste de los datos experimentales de movilidad con la ayuda del programa
SQUAD [31].

En vista de que el programa esta hecho para que sea alimentado con espectros de
absorbancia a diferentes valores de pH, se deben tener algunas consideraciones para lograr

un buen ajuste de los datos de movilidad.

Primeramente, las magnitudes de las movilidades, como se observo en el caso de los
indicadores, estan en el orden de 10%, mientras que las absorbancias experimentales se
mantienen en el orden de 10 o bien, llegan a las unidades; por lo tanto, los datos de
movilidad introducidos deben de multiplicarse por un factor de 108 (o 10° si se requiere),

para que el orden de magnitud que permite el programa en las absorbancias se conserve.

En segundo lugar, se debe considerar que un espectro de absorbancia consta de
muchos puntos, por lo que, al introducir los valores de movilidad en lugar de un espectro de
absorbancia completo, se deben especificar, al menos dos valores, los cuales se tomaran de

las repeticiones que se hagan para cada valor de pH.
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Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, los datos de movilidad obtenidos
para los indicadores se alimentaron al programa SQUAD para obtener los valores de las

constantes de acidez buscadas los cuales se muestran en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Valores de las constantes de acidez encontradas con SQUAD para los cuatro indicadores
estudiados. S es la desviacion estandar asociada.

Indicador pKa S

Rojo de fenol (rc) 7.5166 | 0.1409

Rojo de cresol (rc)
Azul de timol (at)

8.2332 | 0.0523

9.6696 | 0.0549
Azul de bromotimol (abt) | 7 6735 | 0.0573

Tabla 2.6. Valores obtenidos por el refinamiento con SQUAD para las movilidades de las especies de cada

uno de los indicadores, con su correspondiente desviacion estandar (S).

Indicador uyr- | S(upr-) up- | S(up-)
Rojo de fenol -1.77E-08 | 3.82E-10 | -2.46E-08 | 3.26E-10
Rojodecresol | .171E-08 | 2.42E-10 | -2.97E-08 | 2.62E-10
Azul de timol -1.46E-08 | 1.85E-10 | -2.75E-08 | 3.39E-10

Azul de bromotimol | _1 37E-08 | 2.36E-10 | -2.36E-08 | 2.12E-10

Tabla 2.7. Comparativo de los valores de pKA de los cuatro indicadores. (*) Obtenidos con el ajuste por
SQUAD, (**) Reportados [18].

Indicador PKa(*) | pPKa(**)
Rojo de fenol (rc) 7.5166 | 7.69
Rojo de cresol (rc) 8.2332 | 7.87
Azul de timol (at) 9.6696 9.50
Azul de bromotimol (abt) | 76735 | 800
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Con los valores de constantes de acidez obtenidos, mas los valores de movilidades de
las especies 12~y HI~ (ver Tabla 2.6), los cuales también proporciona SQUAD, se hace el

ajuste de los datos experimentales obtenidos para cada indicador y éstos se muestran en la

Figura 2.8.
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Figura 2.8. Ajuste de los datos experimentales de movilidad (marcadores) con los valores simulados a partir
de los parametros obtenidos con SQUAD (linea), para cada uno de los indicadores: a) rojo de fenol, b) rojo

de cresol, ) azul de timol, d) azul de bromotimol.

Con los datos de la Tabla 2.5, se obtienen los limites de confianza asociados a estos valores
de pKa, obtenidos al 95% de confianza, para cada uno de los indicadores. Los resultados se

muestran en la Tabla 2.8
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Tabla 2.8. Valores de pKA obtenidos con SQUAD, para los indicadores estudiados, con su intervalo de

confianza (al 95%), para dos grados de libertad.

Indicador pPKa
Rojo de fenol (rc) 7.5166 % 0.3498
Rojo de cresol (rc) 8.2332+0.1298
Azul de timol (at) 9.6696 + 0.1363
Azul de bromotimol (abt) 7.6735+0.1423

También se realizd una prueba t [37], para comparar los valores obtenidos con esta
metodologia, con los reportados (ver Tabla 2.7); considerando dos grados de libertad (ya que

n=3), se obtienen los valores mostrados en la Tabla 2.9.

Tabla 2.9. Valores de | t| para contrastar los valores de las constantes obtenidas comparadas con los

valores reportados, considerando dos grados de libertad.

Indicador [t]

Rojo de fenol (rc) 0.86

Rojo de cresol (rc) 4.85

Azul de timol (at) 2.16

Azul de bromotimol (abt) | 3 gg

El valor critico de t para un intervalo de confianza del 95% y dos grados de libertad
es t 2=4.30 [37], entonces, de acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 3.9, la prueba se
rechaza Unicamente para el indicador rojo de cresol, lo que nos indica que con la metodologia
propuesta se pueden determinar valores de constantes de acidez y éstos pueden ser

comparables con los obtenidos por otros métodos.

Sin embargo, en los ajustes mostrados en la Figura 2.7 se puede observar que, en la
zona del cambio en la movilidad, en ocasiones la curva modelada cambia de pendiente antes

(o después), que los valores experimentales, 1o que se puede decir sobre esto es que se deben,
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por supuesto hacer mas experimentos (mas valores de pH y mas puntuales) justo en esta zona
de cambio de pendiente. Esto con el fin de aseverar que se estara observando el cambio
correcto de pendiente entre los valores experimentales y la simulacion; y con esto, claro, se

obtendra un valor de pKa mas preciso.

Por todo lo anterior, en el capitulo siguiente se muestra la aplicacion de esta metodologia a

dos familias de farmacos.
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DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ,
POR ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA, DE
OXICAMS Y DE NUEVOS FARMACOS
ANTIHIPERTENSIVOS

3.1. INTRODUCCION

El objetivo en este capitulo es la aplicacion de la metodologia desarrollada para el
calculo de constantes de acidez mediante electroforesis capilar, que se detall6 en el capitulo

anterior, con la finalidad de determinar las constantes de equilibrios de acidez de farmacos.

Las propiedades acido-base de los fArmacos son de gran importancia en farmacologia
ya que de esto depende su biodisponibilidad en el organismo, asi como la cinéticay respuesta

clinica que generaran.

Para la aplicacion de la metodologia se seleccionaron dos familias de farmacos; unos
ya conocidos y con algunas propiedades acido-base ya determinadas: los oxicams. La otra
familia de farmacos son antihipertensivos de reciente creacion, sintetizados en el Laboratorio
de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC), a cargo del
Dr. Enrique Angeles; a estos farmacos, en adelante se les denominara como LQM’s, por las

siglas del laboratorio donde se han sintetizado.

Los oxicams son una familia de farmacos de los llamados AINE (Antiinflamatorios
No Esteroidales) que tienen tres efectos principales: antiinflamatorio, analgésico y
antipirético, en general se usan para reducir el dolor en diferentes tipos de artritis y en
condiciones post- operatorias. Fueron introducidos para reducir la toxicidad gastrointestinal

relacionada con la inhibicidn de prostaglandinas.
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Esta familia de farmacos fue disefiada segun el concepto de reemplazo isoesteérico, es
decir que se reemplazan grupos o fragmentos del compuesto inicial con grupos de
caracteristicas estereoelectronicas similares, con el fin de mejorar las propiedades del
farmaco [25]. Estos farmacos no solo son importantes por su gran potencial terapéutico sino
también por sus propiedades quimicas, que son interesantes en virtud de sus caracteristicas
estructurales dinamicas, las cuales los hacen extremadamente sensibles a su microambiente
[26]. La familia que se estudid en el presente trabajo estd compuesta por: piroxicam,

tenoxicam, meloxicam, lornoxicam e isoxicam.

Los LOM’s son una familia de derivados de compuestos piperidinicos y
tiomorfolinicos los cuales, como ya se menciond, presentan propiedades antihipertensivas y
menor toxicidad que los farmacos prescritos actualmente para la hipertension arterial. Como
en la mayoria de los farmacos creados en la actualidad, se sintetizaron varios compuestos con
diferentes grupos funcionales que se adicionan al esqueleto piperidinico o tiomorfolinico. En
el presente trabajo se determinaron las constantes de acidez de cuatro LQM’s derivados de
compuestos piperidinicos cuyas claves son: LQM344, LQM345, LQM346 y LQM351. Se
pretende corroborar y sustentar los valores determinados por electroforesis capilar con los ya

obtenidos por espectrofotometria UV-Visible [35].

3.2. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 REACTIVOS

Los fosfatos utilizados para preparar los buffers fueron: NaH2PO4 y Na2HPO. de Fluka (99%
de pureza), el NasPO4 de Aldrich (96% de pureza); el H3PO4 fue proporcionado por J.T.
Baker (85.4% de pureza). El agua utilizada, para preparar soluciones, se obtuvo de un

desionizador MilliQ de Millipore, con una resistividad de 18.2 MQ cm.

lucion
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El piroxicam, el tenoxicam y el isoxicam utilizados fueron de grado reactivo
proporcionados por Sigma, el meloxicam fue proporcionado por los laboratorios Boehringer
Ingelheim;

El lornoxicam no se encontro disponible en grado reactivo por lo que se extrajo de
unos comprimidos (Bosporon, 8 mg) de los laboratorios Tedec-Meiji Farma, S.A. El proceso
de extraccion consistio en moler un comprimido en el mortero y este polvo se disolvio en
aproximadamente 5 mL de una solucién de NaOH (0.1 M), con agitacion durante 10 minutos.
Esta solucion se dejo decantar toda la noche. Al dia siguiente se procedio a la filtracion (por
vacio), con papel filtro #40 y la solucion obtenida se filtr6 nuevamente con papel filtro #42.
Finalmente, de esta Gltima solucion filtrada se tomé una alicuota de 1.0 mL y se aforé a 5

mL con agua desionizada.

El LQM344, LQM345, LQM346 y LQM351 fueron proporcionados por el Dr.

Enrigque Angeles.

3.2.2 PREPARACION DE SOLUCIONES

El electrolito soporte utilizado en este estudio fue buffer de fosfatos en concentracion
0.05 M (50 mM), el cual se prepard a partir de soluciones patrén de NaH2PO4, NazHPOg,
NasPOs y H3POs de concentracion 0.1 M. Para cada valor de pH requerido se mezclaron los
volimenes adecuados del par acido/base apropiado, aforando a 25 mL con agua desionizada.

El pH se ajustd con soluciones de NaOH y HCI, segun fuera necesario.

Las soluciones de los oxicams (con excepcion del lornoxicam), se prepararon
disolviendo aproximadamente 5 miligramos del farmaco en 1.0 mL de solucién de NaOH

(0.1 M) y se aforaron después a 25 mL con agua desionizada. Para el lornoxicam, la solucion
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usada como muestra de inyeccion es la Gltima que se menciona en el proceso de extraccion

descrito en la seccién anterior.

Las soluciones de oxicams descritas se utilizaron como muestras de inyeccion,
poniendo en un vial 200 p L de dicha solucién con 20 p L de acetona como marcador del

flujo electroosmotico. Cada oxicam se inyectd por separado.

Las soluciones de los LQM’s se prepararon disolviendo aproximadamente 5
miligramos del fArmaco en 1.0 mL de metanol y se aforaron a 5.0 mL con buffer de fosfatos
(0.05 M, pH=6.8). La muestra inyectada consistia en 200 pL de esta solucion con 20 pL de

acetona como marcador del flujo electroosmotico. Cada farmaco se inyect6 por separado.

3.2.3 CARACTERISTICAS Y ACONDICIONAMIENTO DEL CAPILAR

El acondicionamiento hecho al capilar, tanto para capilares nuevos, como el
acondicionamiento requerido antes de la introduccion de la muestra, se describe en la seccion

1.3.1 correspondiente al capitulo | de esta tesis.

En cuanto a las caracteristicas; para el caso de los oxicams se emple6 un capilar de
silice de 50 um de didmetro interno con una longitud total de 50 cm y una longitud efectiva
de 40 cm; para los LQM’s el capilar de silice, empleado tenia 50 um de didmetro interno con
una longitud total de 31 cm y una longitud efectiva de 20 cm.
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3.2.4 PARAMETROS EXPERIMENTALES

La inyeccion de las muestras se hizo de forma hidrodindmica a 1.0 psi durante 5
segundos, del lado del &nodo, excepto para valores de pH menores a 4, donde la inyeccion se
hizo por el catodo (lado corto del capilar), para todos los farmacos analizados. Todos los

experimentos se realizaron con el capilar a una temperatura de 25 °C

El voltaje aplicado fue de 20 kV, utilizando polaridad invertida s6lo para valores de
pH menores a 4. Las longitudes de onda monitoreadas se seleccionaron de acuerdo a los

maximos que presentaba cada farmaco en su espectro de absorcion.

Se hicieron, al menos, tres repeticiones para cada valor de pH, en cada uno de los
farmacos. Las movilidades electroforéticas efectivas (Uetr) se calcularon como la diferencia
entre la movilidad aparente (uapp) de cada compuesto y la movilidad del marcador neutro
(Ueof), tomando en cuenta las longitudes total y efectiva del capilar, (descritas en la seccion
anterior), asi como el voltaje aplicado. Cuando se aplicé el voltaje con polaridad inversa, se

consider6 una longitud efectiva de 10 cm.

3.3. RESULTADOS

3.3.1 OXICAMS

De acuerdo con su estructura quimica, (Figura 3.1), se puede elucidar la presencia de

dos valores de pKA, para cada oxicam.
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Figura 3.1. Estructura de los oxicams

En la Figura 3.2 se presentan las movilidades efectivas obtenidas para cada oxicam y

su comportamiento con el pH.
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Figura 3.2. Movilidad efectiva (ueff) como funcion del pH para: a) piroxicam, b) tenoxicam, c) lornoxicam,

d) meloxicam, e) isoxicam.

En esta Figura 3.2 se observan dos puntos de inflexion en el comportamiento de la

movilidad con el pH; de acuerdo con lo analizado en el capitulo Il de este trabajo, cada una

de estas inflexiones indica la presencia de un valor de pKa. Entonces, se observa que cuando

la especie predominante es el anién, a valores altos de pH, la movilidad es préacticamente

constante (zona I). Cuando se acerca el pH al primer valor de pKa, la movilidad empieza a

cambiar debido a que ya no predomina una sola especie, sino gque se tiene un promedio entre

ambas que afecta la movilidad efectiva hasta hacerse practicamente constante en el valor de

cero (zona Il). Por altimo, se observa un dltimo cambio marcado en la movilidad a valores

acidos en el pH (zona I11), lo que indica la presencia de otro valor de pKa. Si pudiéramos ver

mas en la zona acida, se observaria la movilidad hacerse practicamente constante, indicando

el predominio de la especie cationica.
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Entonces, debido al comportamiento de la movilidad en el intervalo de pH estudiado,
se puede suponer que efectivamente existen dos valores de pKa para cada oxicam, como se
habia considerado previamente por su estructura quimica, sin embargo, el isoxicam y el
meloxicam son poco solubles, de manera que solo se determinara un valor de pKa para estos
compuestos ya que en la Figura 3.2, incisos d) y e), solo es posible observar el primer punto

de inflexion, que corresponde a la zona de valores de pH entre neutros y basicos.

Para los otros tres farmacos se plantea un modelo con dos valores de pKa para la
descripcion del comportamiento de la movilidad obtenido, esto implica la descripcion de los
equilibrios presentes en cada sistema. Dado que los compuestos son estructuralmente

parecidos, se describird a continuacion el tratamiento general.

El primer equilibrio de acidez se tiene cuando se desprotona el grupo piridinico y la
molécula queda neutra; el segundo equilibrio se tiene cuando se desprotona el grupo enol y

la molécula se carga negativamente, entonces se tiene:
H,0x* 2 HOx + H* con Ky,

HOx 2 0x~ + H* con Ky,

Ahora bien, tomando en cuenta, como ya se menciono, que la movilidad esta ponderada por

las fracciones de las especies presentes, en este caso:

Uerr = fH20x+uH20x+ + fHOquOx + fOx_qu_ (3.1.1)

Donde ugy-, Upox Y Un,0x+ SON las movilidades de la especie desprotonada, de la neutra 'y

de la protonada, respectivamente. Se debe hacer notar que la movilidad de la especie neutra
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(ugyoy) Se considera igual a cero, ya que la fraccion presente de esta especie migra junto con

el flujo electroosmatico.

De acuerdo con esto, en la Figura 3.3 se presenta el ajuste de los datos experimentales
(marcadores) mediante el modelo matemaético de la ecuacion 3.1.1 (linea continua), los

parametros de movilidad se determinaron con el programa SQUAD.
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Figura 3.3 Comparacion del comportamiento experimental de la movilidad (marcadores), con el simulado

(linea); para a) piroxicam, b) tenoxicam, c) lornoxicam, d) meloxicam, e) isoxicam.

Se puede observar que el comportamiento modelado esta de acuerdo al comportamiento
experimental. Los valores de las constantes obtenidas mediante este ajuste de regresion no

lineal se muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Valores de pKA obtenidos para los oxicams estudiados, de acuerdo a los refinamientos realizados

con el programa SQUAD.

PKa1 PKa2
Piroxicam 2.119 £ 0.030 5.309 + 0.025
Tenoxicam 1.342 + 0.059 5.268 + 0.026
Lornoxicam 0.980 + 0.117 5.131 + 0.034
Meloxicam 4170 + 0.011
lsoxieem 3.781 + 0.062

Las movilidades efectivas calculadas para las especies anionicas en el proceso de
refinamiento se muestran en la Tabla 3.2. En todos los casos se asume que la movilidad
efectiva de las especies cationicas es igual al correspondiente valor anionico, tal como se

asume en la relacion (2.16) del capitulo Il del presente trabajo.

Tabla 3.2. Valores de movilidad de las especies de los oxicams (108) en unidades del SI (m? V! s%), de
acuerdo a los refinamientos realizados con el programa SQUAD. * este parametro se estimé a partir de la

ecuacion (2.16, capitulo I1) y se mantuvo constante durante los refinamientos por SQUAD.

H,Ox* HOXx Oox
Piroxicam 1.72* 0* -1.724 + 0.073
Tenoxicam 1.78 * 0* -1.789 + 0.075
Lornoxicam 1.65* 0* -1.650 + 0.102
Meloxicam 0x* -1.730 £ 0.021
Isoxicam 0* -1.757 £ 0.275

En la Tabla 3.3 se muestran resultados encontrados en la literatura en condiciones similares
(medio acuoso) o bien en mezclas de solventes, pero utilizando diferentes métodos de

analisis.
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Tabla 3.3. Comparativo de los valores de constantes de acidez reportadas para los oxicams utilizando

diferentes métodos de anélisis. UV= Valoracion espectrofotomética, P= Valoracién potenciométrica,

(*)Valores encontrados en el presente trabajo mediante el ajuste de la movilidad efectiva hecho con SQUAD.

pKaz pKaz Método Condiciones Referencia

1.86 5.46 uv H-0 [32]

Piroxicam 526 £0.01 P H,O/EtOH 1:1(v/v) [25]
2.119 5.309 CZE H.0 *

1.07 5.34 uv H20 [32]

Tenoxicam 4.95 +0.02 P H>O/EtOH 1:1(v/v) [25]
1.342 5.268 CZE H,O *

0.85+0.06 5.59 uv H-0 [25]

Lornoxicam 4.69 £0.01 P H,O/EtOH 1:1(v/v) [25]
0.980 5.131 CZE H,O *

1.09 4.18 uv H-20 [33]

Meloxicam 424 +0.01 P H,O/EtOH 1:1(v/v) [25]
4.170 CZE H,O *

3.93 uv H-20 [32]

Isoxicam 4.85+0.01 P H.O/EtOH 1:4(v/v) [25]
3.781 CZE H.O *

Comparando los valores de la Tabla 3.3 para piroxicam, tenoxicam e incluso
lornoxicam, ambos valores de las constantes de acidez son similares aun cuando el método
usado es espectrofotométrico [25] o bien, las condiciones sean de un solvente menos polar
como la mezcla de H20O/EtOH, usando valoracion potenciométrica [32]. Para el caso de
isoxicam y meloxicam, tanto Bernhard y Zimmermand [25] asi como Tsai y Carrupt [32],
reportan sélo un valor de pKA, usando métodos espectrofotométricos, los primeros y
potenciométricos, los segundos; en este trabajo se determina también solo un valor de pKA
para estos oxicams, ya que presentan baja solubilidad en medio &cido, especialmente el

isoxicam, como Yya se discutio anteriormente.

A partir de las movilidades obtenidas para cada especie, se pueden obtener las
conductividades ionicas equivalentes, de acuerdo con lo planteado en la ecuacion (2.13) del
capitulo Il. La Tabla 3.4 muestra dichas conductividades, las cuales son razonables para iones
cargados monovalentemente, comparando el valor con las conductividades de iones

conocidos como el Na* (50.11 cm?Qtequiv?t) [34].

lucion
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Tabla 3.4. Valores de las conductividades ionicas equivalentes (i) para la especie cationica y anidnica de

cada oxicam, obtenidas a partir de la ecuacion (2.13) (ver capitulo II).

Ax10° (m*Qequiv?) A (cm°Qequiv?)
H,Ox" ox H,Ox" ox
Piroxicam 1.660 1.663 + 0.070 16.60 16.63 + 0.70
Tenoxicam 1.717 1.697 + 0.071 17.17 16.97 + 0.71
Lornoxicam
Meloxicam 1.592 1.565 + 0.096 15.92 15.65 + 0.96
Isoxicam 1.641 + 0.020 16.41 + 0.20
1.670 + 0.260 16.70 + 2.60

Cabe hacer notar que para las conductividades de las especies cationicas no se reporta
en la Tabla 3.4 su desviacion estandar asociada, debido a que las movilidades a partir de las

que se calculan fueron parametros que se introdujeron y mantuvieron constantes durante el
refinamiento hecho por SQUAD.

La presentacion de estos resultados ha sido poco realizada y documentada en la
literatura de las técnicas de electroforesis, y se obtiene de manera natural una vez que se
conocen las movilidades de cada especie, ademas es un parametro importante ya que indica

la facilidad (o dificultad) con la que un equivalente de iones en particular puede transportar
sus cargas eléctricas [34].

3.3.2 FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS (LQOM’s)

De acuerdo a la estructura quimica de cada compuesto se puede elucidar el niamero de

constantes de acidez presentes, entonces, para el LQM345, el LQM 346y el LQM351 se
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observa la presencia de tres posibles valores de pKa, mientras que para el LQM344 solo

se tendrian dos valores.

Tabla 3.5. Nombre, clave y estructura quimica de los compuestos denominados LQM'’s.

Nombre Clave Estructura
OH
LQM344 N
4-nitro-2-(piperidin-1-ylmetil)fenol O
NO,
OH
LQM345
4-nitro-2,6-bis(piperidin-1-ylmetil)fenol O‘ O
NO,
OH
LQM346
4-chloro-2,6-bis(piperidin-1-ylmetil)fenol O O
Cl
OH
N N
4-isopropyl-2,6-bis(piperidin-1-ylmetil)fenol LQM351
/C H
HoC'  CHg

El comportamiento de la movilidad efectiva obtenida, contra el pH se muestra en

la Figura 3.4 para los cuatro farmacos.
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Figura 3.4. Movilidad efectiva (ueff) obtenida como funcion del pH para: A) LQM344, B) LQM345, C)
LQM346 y D) LQM351.

En la Figura 3.4 A) se observa que, en efecto, el LQM 344 presenta solo dos puntos

de inflexion en valores de pH entre 5 a 6 y en el intervalo de pH entre 10 a 12; los cuales se

pueden asociar a dos constantes de acidez. De manera analoga en 3.4 B) se observa para

LQM 345 la presencia de tres valores de pKA en valores de pH alrededor de 2, 10 y 11,

respectivamente. En 3.4 C) sélo se observan dos cambios marcados en la movilidad debido

a que éste compuesto, el LQM346, no se puede observar a valores de pH mayores a 10.5; al

parecer disminuye su solubilidad ya que se deja de observar la sefial correspondiente y en

cambio se observan muchos picos pequefios (todos con espectro similar). Finalmente, en 3.4

D) se observan solo dos cambios marcados en la movilidad ya que, igual que el LQM346, el

LQM351 no se pudo observar a valores de pH mayores a 10.
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Con base en lo anterior, se pretende determinar tres valores de constantes de acidez
para el compuesto LQM345 y dos constantes para el LQM344, tal y como se habia supuesto;
sin embargo, para los farmacos LQM346 y LQM351 tunicamente se determinaran los valores

de dos de sus tres constantes de acidez.

Para cada uno de los compuestos por ejemplo para el LQM344 se tiene [36]:
Uy = U~ fi- + upfur + uH2L+fH2L+ (3.2.1)

Donde fi-, fuL Y fu,.+ , Son las fracciones molares de las especies de LQM344 'y u;- , uy,

Y uy,,+ SON sus correspondientes movilidades.
Para cada LQM se puede plantear una ecuacion similar, en general:

Upy = U from + Unie oo + Ut fuynt + Upgni2+ f iy i+ (3.2.2)

La relacion (3.2.2) estd en términos de fracciones y movilidades de cada especie

para el caso en que se tienen tres valores de constantes de equilibrio.

Nuevamente, se utilizO6 SQUAD para realizar el ajuste de las movilidades
efectivas experimentales mostradas en la Figura 3.4 dicho ajuste se muestra en la
Figura 3.5, donde se considera la movilidad total efectiva como funcién del pH

como la mostrada en la relacion (3.2.2).

=3

— . e, CAPITULO 111 nerdisciplina en ev

AREA DE QUIMICA ANALITICA

olucion

58



=3

\ /‘
Casa abierta al tierﬁpu Interdisciplina en evolucién
e TR CAPITULO I

AREA DE QUIMICA ANALITICA

= OH
3.0E-08 (a) | 3.0E08 A (b) A~ O
A TR I
s ] W T N
G 2.0E-08 (] \\1 2.0E-08 5 U
5 gl = ] NG
E 10508 L & 1008 ]
- >
=§ 0.0E+00 oo E 0.0E+00
-1.0E-08 A 10808 1 \
-2.0E-08 . T T T J -2.0E-08
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
pH pH

3.0E-08 - (c) Q O\ 3.0E-08

2.0E-08 \) 2.0E-08
P ) cl Q
g oe0s 2 1.0E-08
o~

£

E  o00Ew0 * = 00E+00 1

e 1.0E-08

e 2 4 6 a 10 12 2008

pH 2 4 6 pH 8 10 12

Figura 3.5. Ajuste de las curvas de movilidad en funcién del pH para: a) LQM344, b) LQM345,
c) LQM346 y d) LQM351. Los marcadores representan los datos experimentales y la linea el
ajuste hecho con SQUAD.

Asimismo, en la Tabla 3.5 se muestran los valores de constantes de acidez
obtenidos para estos compuestos.

Tabla 3.5. Valores de pKa obtenidos para los compuestos usando SQUAD. También se presenta

el valor de la movilidad iénica y la conductividad equivalente, obtenidos con el refinamiento.

* La conductividad ionica se obtiene a partir de la relacion (2.13) del capitulo anterior
** greg representa la desviacion estandar de la regresién
***aste parametro se mantuvo constante durante el refinamiento

Conductividad

Movilidad iénica efectiva equivalente*
(Unjagmaxxy?) ) ;
(%- 108) M2 V-151 (Aidamaxxy)

cm?Qleq?

Compuesto y equilibrios asociados pKai

LQM 344 Greg:0.0.8o**
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H,L* 2 HL + H* 5.669 + 0.053
HL2L +H* 10.803 + 0.039
H,L* 1.806 +0.104 17.13 £ 0.99
L~ -1.677 £ 0.099 15.9 + 0.94
LQM345 Greg = 0.150**
HyLL?* 2 HyLL* + H* 2.125 + 0.099
H,LL* & HLL + H* 9.806 + 0.073
HLL 2 LL™ + H* 11.440 £ 0.039
HiLL** 3.360%** 15.94%**
LL™ 1.681 + 0.111 159+ 1.1
LQM346 Gy = 0.126** -1.68%** 15.94%**
H3LL** 2 HyLL* + H* 4.882 + 0.153
H,LLY @ HLL + H* 9.184 + 0.064
HiLL** 2.702 + 0.123 12.82 + 0.58
H,LL* 1.584 + 0.083 15.02 + 0.79
LQM351 Gy = 0.097**
HLL2* 2 H,LL* + H* 5.577 + 0.141
H,LL* & HLL + H* 9.351 + 0.077
HiLL** 2.927 +0.119 13.88 + 0.56
H,LL* 1.365 + 0.075 12.95 £ 0.71
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Los valores de las constantes de acidez obtenidos se muestran comparados
en la Tabla 3.6, con los obtenidos por espectroscopia UV-Visible (Tesis de maestria
de Islas J.M [35]).

Tabla 3.6. Comparativo de los valores de pKA obtenidos mediante espectroscopia UV y
electroforesis capilar de zona (CZE.)

COMPUESTO METODO pKa1 PKaz pKas
uv 5.559 10.185

LQM344 CZE 5.669 10.803
Y 2,615 10.193 11.449

LQM345 CZE 2.125 9.806 11.440
Y, 5.480 9.887

LQM346 CZE 4.882 9.184
Y 6.154 10.624 10.975

LQM351 CZE 5.577 9.351

Aunque en la Tabla 3.6 se observa que los datos encontrados para ambos
meétodos difieren, se debe tener en cuenta que en los datos calculados por
electroforesis no se esta imponiendo la fuerza idnica, a diferencia del trabajo
realizado por Islas J.M. [35]. Esta diferencia es mas notoria para el farmaco con
clave LQM351, de hecho, Islas J.M. reporta tres constantes de valores mientras que
en el caso de electroforesis sdlo fue posible refinar dos valores, debido a que, como
se mencion6 con anterioridad, la sefial correspondiente a dicho farmaco se pierde

para valores de pH mayores a 10 (ver Figura 3.4).

Ademas, como se puede apreciar en la Figura 3.5 d), el refinamiento hecho
en la zona correspondiente al segundo valor de pKa, contempla muy pocos puntos
para el ajuste de este segundo valor y esto se refleja en una diferencia de mas del
10% del valor esperado para el pKa. Para el resto de los farmacos, la diferencia

entre los valores encontrados por ambas técnicas no es mayor al 7%.
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Figura 3.6. Electroferogramas obtenidos a tres diferentes valores de pH para el compuesto
LQM351. El pico | corresponde a la acetona, el Il al farmaco.

Con estos resultados y los obtenidos para los oxicams, se puede afirmar que
la técnica de electroforesis capilar resulta un método conveniente para la
determinacion de valores de constantes de acidez. El cual puede complementar otras

técnicas para determinacion de constantes de equilibrio.

Ademas, el ajuste hecho con SQUAD permite obtener parametros como las
movilidades idnicas de las especies del sistema y de manera natural se conocen las

conductividades ionicas equivalentes.
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DESARROLLOY EVALUACION DE UNA METODOLOGI'A
PARA EL CALCULO DE LA CONCENTRACION MICELAR
CRITICA (CMC) DE TENSOACTIVOS

4.1. INTRODUCCION

En este capitulo se plantea una metodologia para determinar la concentracion
micelar critica de tensoactivos, mediante la técnica MEKC y ademas se propone un
modelo tedrico para ajustar el comportamiento de la movilidad en funcion de la

concentracion total de tensoactivo.

Esta metodologia se propone porque en esta modalidad de electroforesis, la
MEKC, se utilizan tensoactivos para el proceso de separacidn, sin embargo, pocos
autores examinan la influencia que parametros, como el efecto en cambios en la
naturaleza y concentracion del electrolito o bien, el efecto en la adicion de un
solvente orgéanico e inclusive la introduccion al sistema de selectores quirales, sales
biliares o ciclodextrinas tienen la evolucion de la existencia de la fase micelar.
Como el estudio de la micelizacion ha probado ser un parametro clave en la
optimizacion de las condiciones analiticas en MEKC, la determinacién de la
concentracién micelar critica (CMC) bajo condiciones electroforéticas es esencial
[38].

El tensoactivo utilizado es el dodecilsulfato de sodio (SDS, por sus siglas en
inglés). Los tensoactivos son moléculas anfifilicas compuestas usualmente por una
cadena o cola hidrofébica, la cual puede contener entre ocho y veinte &tomos de
carbono; y por una cabeza hidrofilica formada, ya sea por un grupo ionizable o bien
por uno altamente polar [13]. Se clasifican como anidnicos, catiénicos y no-ionicos
de acuerdo con la carga que presentan en la superficie activa de la molécula. En

soluciones diluidas actian como electrolitos normales, pero cerca de

olucion
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concentraciones bien definidas se observan cambios abruptos en las propiedades
fisicoquimicas de la solucién tales como la presion osmotica, la conductividad
eléctrica y la tension superficial. Esto se debe a la formacién de agregados
organizados conocidos cono micelas, en las cuales las cadenas hidrofébicas se
orientan hacia el interior de la micela permitiendo que los grupos hidrofilicos
queden en contacto con el medio acuoso. La concentracion por encima de la cual se
empieza a apreciar la formacion de micelas se conoce como concentracion micelar
critica (CMC). El nimero de mondémeros en una micela se conoce como el nimero

de agregacion (n) [13].

Para realizar la determinacion de la CMC, se propone utilizar un soluto que
tenga poco tiempo de residencia en las micelas, pero que sea lo suficientemente
hidrofobico para interactuar con éstas. Ademas, como lo que se pretende estudiar
es la evolucién de la existencia de la fase micelar, se requiere que dicho soluto se
ponga en baja concentracion de modo que, idealmente, no interfiera con dicho
proceso; siendo asi éste debe tener un coeficiente de absortividad grande para que
sea detectado. EIl soluto seleccionado, que cumple las caracteristicas anteriores, es
el naftaleno [38].

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 REACTIVOS

Se utilizo Borato de sodio decahidratado (Na2B4O7-10H20), proporcionado
por Monterrey; naftaleno proporcionado por Merck. El tensoactivo utilizado fue
dodecil sulfato de sodio, conocido como SDS (se usé la sal sddica, C12H25Na04S)
proporcionado por Merck (98% de pureza). Los solventes usados fueron: metanol

de Merck y agua desionizada.
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4.2.2 PREPARACION DE SOLUCIONES

El buffer de boratos se preparé en concentracion 5x10°3 M, (pH=9.4). El
naftaleno se preparé en metanol (5.0 mg en 10 mL). Se prepard una solucion stock
de SDS de concentracién 50 mM y de ésta se tomaron las alicuotas correspondientes

para variar la concentracion del tensoactivo diluidas con el buffer de boratos.

4.2.3 CARACTERISTICAS Y ACONDICIONAMIENTO DEL CAPILAR

Se utilizd un capilar de silice de 50 u m de didmetro interno, con una longitud
total de 50 cm y una longitud efectiva de 40 cm. El acondicionamiento realizado al

capilar, previo a cada inyeccién consistio en:

- Introduccion, por presion, de NaOH (0.1 M), a 20 psi por un minuto
- Introduccién de agua a 20 psi por un minuto
- Introduccion de fase movil (SDS en buffer de boratos a diferente

concentracién de tensoactivo), a 20 psi durante dos minutos.

4.2.4 PARAMETROS EXPERIMENTALES

La inyeccion del naftaleno se hizo de forma hidrodindmica a 0.5 psi por 5

segundos, del lado del &nodo. EI experimento se realizd con el capilar a una
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temperatura de 25 °C. El voltaje aplicado fue de 20 kV, utilizando polaridad normal.
El naftaleno se monitore6 a una longitud de onda de 214 nm. Como el naftaleno se

prepard en metanol, se usé este ultimo como marcador del flujo electroosmatico.

Se realizaron dos repeticiones por cada concentracion de SDS. Las

concentraciones se variaron de 2 mM hasta 25 mM.

4.3. RESULTADOS

Se hizo el seguimiento del naftaleno, variando la concentracién de SDS,
obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 4.1. Aqui se observa que la
movilidad del naftaleno empieza a cambiar, cuando la concentracion total de SDS
esta alrededor de 5 mM, lo que indica que en esta zona se encuentra la concentracién

micelar critica.

30.00
25.00
20.00

15.00

Uer*E-9 (M?/Vs)

10.00 °
5.00 L4

0.00
0 5 10 15 20

[SDS]/(mM)

Figura 4.1. Cambio en la movilidad del naftaleno como funcién de la concentracion total de
SDS.
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Para obtener la concentracion micelar critica se toman en cuenta los puntos
cercanos a la zona donde la movilidad cambia, de esta manera se ajustan dos rectas

cuya interseccion [39] da el valor de la CMC = 5.75 mM (ver Figura 4.2).

12.00
R® = 0.9928
g 8.00
o~
E
5 6.00
W y = 0.1932x + 1.9044
3 4.00 R® = 0.9251
A A a4 o
2.00
0.00
3 4 5 6 7 8

[SDS]/mM

Figura 4.2. Ajuste lineal de la movilidad para calcular la concentracidn micelar critica del SDS.

4.3.1 MODELO PROPUESTO POR JACQUIER Y COL. [38]

Para modelar el comportamiento observado en la Figura 4.1, Jacquier y
colaboradores [38], proponen como equilibrios representativos en MEKC los

mostrados en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Equilibrios que ocurren en MEKC, propuestos por Jacquier y colaboradores [38].

Se debe notar que entre los equilibrios propuestos por Jacquier y col., no se
considera el equilibrio de micelizacion (y finalmente tampoco se toma en cuenta el
de adsorcién del agente tensoactivo en la pared del capilar). Se describe el sistema
a partir del equilibrio de naftaleno (N) con los monémeros de tensoactivo (S) y con

las micelas (M) de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

X

N+S=NS Koy = Em—

(4.1)

N+M=NM Kpmic = ——2——......... (4.2)

Donde x es la fraccion molar de soluto asociado con el mondmero de tensoactivo; y

es la fraccién molar de soluto asociado con las micelas.

La movilidad efectiva (uefr) estd ponderada por las fracciones molares del soluto en

cada una de las fases, es decir:

Uerf = XUsory T YUmic = Ueof — Uapp (4.3)

Al expresar la movilidad efectiva como funcién de las constantes de
equilibrio, de [S] y [M] (sustituyendo las ecuaciones (4.1) y (4.2) en (4.3)) y

considerando que los dos equilibrios son independientes, se obtiene [38]:
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— Ksolv[s] Kmic[M] .
ueff N 1+Ksol17[5] solv + 1+Kmic[M] umlc (44)

Ahora bien, si no se hace la aproximacion en la independencia de los equilibrios, la

ecuacion de movilidad que resulta es:

Ksolv[s] Kmic[M] (45)

u = u + Umi
eff 1+Ksolv[5]+Kmic[M] solv 1+Ksolv[5]+Kmic[M] mie

En (4.5) se puede apreciar que los equilibrios no son independientes, esto se
esperaba ya que en el sistema de andlisis se encuentran presentes tanto los
monomeros de tensoactivo libres como las micelas y el soluto interactta con ambas

fases en un equilibrio dindmico.

En su modelacidén, ademas se hacen otra serie de aproximaciones en la

movilidad, considerando tres intervalos de concentracion:

a) Cuando Ci < CMC, entonces KsowCe o, (4.6)

u =
eff 1+K o1 Ct solv

Ksowcmce Kmic(Ct—cmc)/n . (4 7)
14 Kgoppeme SO T 14K (Co—cme)/n -~ THC '

b) Cuando C: > CMC, entonces u,¢f =

c¢) Cuando Ct = CMC, entonces Uerr = Ksor[S1Usory + Kmic[M]umic (4.8)

Para el experimento realizado en el presente trabajo se hizo la modelacidn
sin partir la concentracidn total en las tres zonas, Unicamente se toma en cuenta el

balance propuesto por los mismos autores:

C; = [S] +n[M] (4.9)

De acuerdo a esto, considerando n=100 (dato reportado en la referencia [38])

y los parametros obtenidos de manera experimental para CMC y ucmc, se modelaron



=3

\. /‘
Casa abierta al tiempo Interdisciplina en evolucién
e SRR CAPITULO IV

AREA DE QUIMICA ANALITICA

2

tres comportamientos diferentes de la movilidad (Figura 4.3). La serie “sim
corresponde a la modelacion utilizando la ecuacion (4.5). La serie “articulo”
corresponde al articulo haciendo las aproximaciones en los diferentes intervalos de
concentracion, es decir, siguiendo las ecuaciones (4.6), (4.7) y (4.8). Por ultimo, la
serie “art sin aprox” es un ajuste realizado, utilizando la ecuacion (4.4) en todo el

intervalo de concentracion.

— GiIN)  teesseees articulo ====- art sin aprox

35.00 1
30.00 - -
25.00 -

o=
o =
o ™
-

20.00 -
15.00 A
10.00 -

u eff*E9 (m”2/Vs)

5.00 -

0.00
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00

Ct (mM)

Figura 4.4. Comparativo del comportamiento de la movilidad utilizando diferentes ecuaciones

para su modelado.

Las aproximaciones hechas en cada caso se manifiestan precisamente

alrededor de la zona donde se encuentra la CMC.

En la siguiente seccidn se plantea un modelo para ajustar el comportamiento

de la movilidad observado en la Figura 4.1.
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432 MODELO CONSIDERANDO UN EQUILIBRIO UNICO DE
MICELIZACION

Considerando la discrepancia en la zona de la CMC, para las ecuaciones
propuestas en el modelo anterior [38], se propone otro modelo considerando

entonces la existencia de un solo equilibrio de polinucleacién como sigue:
nM = M, KiM =K

Donde Kn’}r’f’ es la constante de formacion global del equilibrio y n es el nimero de

agregacion de moléculas de M en una micela.

Ahora bien, de acuerdo a la ley de accion de masas, para el equilibrio de

polinucleacion es posible escribir:

K = Wl (4.10)

Por lo tanto, cuando [M],, = [M] = C, la constante de equilibrio puede escribirse

como:

K=S=cin (4.11)

Si tomamos logaritmo base 10 en ambos lados de la ecuacién (4.11), se tiene:

logK = (1 —n)logC (4.12)

Dado que, cuando comienzan a formarse las micelas [M] = constante = CMC = C la
ecuacion (4.12) permite tener una estimacion del valor de la constante de

micelizacion.

Una vez estimado el valor de la constante de micelizacion, a partir de los valores
de CMC obtenidos experimentalmente, se utilizo el programa MEDUSA [39] para

calcular las fracciones de cantidad y de concentracion para especies polinucleares
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de un solo componente (Figura 4.5). Dichas fracciones se definen de acuerdo a las

siguientes relaciones [40]:

- Fracciones de cantidad  f; = B{My] ; fu. = L (4.13)
n [M]r n [M]r
- Fracciones de concentraciéon @, = Mn] ; by = ] (4.14)
n Im Im
siendo [My] = [M] + n[M,] y Xy = [M] + [M,].
fM100 << ----- fM ———FMI00 ------- ™
o b .
0.8
i :
) -3.50 -3.00 -2.50 -2.00 -1.50 -1.00 -0.50 0.00
-3.50 -3.00 -2.50 -2.00 -1.50 -1.00 -0.50 0.00 log [M]total
log [M]total

Figura 4.5. Fracciones de los monomeros y las micelas de SDS en el sistema. A) Fracciones de
cantidad. B) Fracciones de concentracién. En ambos casos se considera n=100 y CMC=5.75mM
[38].

Considerando la forma de la movilidad efectiva del SDS (Figura 4.1) y la
forma del comportamiento observado en la fraccion de cantidad de las micelas, se
utilizé esta fraccion multiplicada por la movilidad de las micelas (Umic=4.80x10%),
para modelar el comportamiento de la movilidad efectiva del naftaleno después de
la concentracion micelar critica (Figura 4.1). Esto supone que todo el naftaleno se
encuentra en las micelas o libre, pero el naftaleno libre solo puede moverse

arrastrado por el flujo electroosmaotico.



Casa abierta al tiempo Interdisciplina en evolucién
oo TR CAPITULO IV

AREA DE QUIMICA ANALITICA

El ajuste realizado de esta forma es bueno y no se requiere hacer
aproximaciones para evitar comportamientos no lineales, como se muestra en la

Figura 4.5.

" exp

25.00

20.00

J

15.00

b4

uondeI

10.00

Ueti*e-9 (m?/Vs)

5.00

0.00
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00

Ct (mM)

Figura 4.5. Movilidad en funcion de la concentracién de SDS, experimental (cuadros) y
simulacion (linea) comparando también el comportamiento de la fraccion de cantidad con
n=100.

Entonces, la fraccidén que puede modelar el comportamiento en la movilidad
es la fraccién de cantidad de mondmero en las micelas, y no la de concentracion; se
pensaba que la fraccion que tendria peso sobre la movilidad esta ultima y resulta
que no se podria modelar el comportamiento de la movilidad con la fraccion de
concentraciéon porque la concentracién de las micelas, por encima de la CMC es
todavia dos 6rdenes de magnitud menor que la de agente tensoactivo monomeérico,
se necesita que la concentracion total sea aproximadamente 0.1 M para que [Mn]
empiece a predominar sobre [M] (Figura 4.5).
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IDENTIFICACION DE PRODUCTOS POR
ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA EN MEZCLAS
COMPLEJAS (MULTICOMPONENTEYS)

5.1. INTRODUCCION

La electroforesis capilar tiene una vasta aplicacion como método de
separacion ya que tiene una buena resolucién y permite tiempos cortos de analisis
aun para sistemas complejos, es decir, para aquellos sistemas que involucran gran

cantidad de componentes.

Un ejemplo de sistemas complejos es aquellos que provienen de extractos
herbales comunmente conocidos como tés. El consumo de estos tés actualmente
sigue siendo una practica muy comun, de hecho, con la bdsqueda de medicinas
alternativas, el uso de la herbolaria como método de tratamiento a varias
enfermedades ha venido en aumento en la ultima década tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo. Es por esto que la industria
farmaceéutica estd considerando las plantas medicinales como una fuente natural

importante en la busqueda de compuestos con actividad farmacoldgica.

El andlisis de los componentes farmacol6gicamente activos se logra mediante
el uso de técnicas de anélisis con alta resolucion como las cromatograficas o la
electroforesis capilar. Con estos métodos se pretende identificar y caracterizar
dichos componentes, permitiendo asi su extraccion para manufacturar nuevos

medicamentos con menor actividad toxicoldgica.

El analisis por huella digital ha sido empleado para identificar y certificar la

calidad de las hierbas medicinales. Los métodos cromatograficos son altamente
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recomendados y comUnmente usados para este fin. Sin embargo, la electroforesis
capilar se considera una técnica complementaria a la técnica de HPLC para el
andlisis de hierbas medicinales. Las dos técnicas se consideran ortogonales, ya que

sus mecanismos de separacion son diferentes [41].

Comparada con la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), la
electroforesis capilar requiere solo de pequefias muestras de inyeccidn; ademas de
que es altamente eficiente, tiene bajos costos de operacién y la posibilidad de
trabajar principalmente con soluciones acuosas. Ademas, el tratamiento de la
muestra se reduce debido a que el pretratamiento dado al capilar antes de introducir

la muestra reduce las interferencias ocasionadas por la matriz que es compleja.

Para la obtencién de huellas digitales se debe considerar una resolucion
satisfactoria de los constituyentes dentro de un tiempo de analisis razonable y esto
se logra optimizando las condiciones electroforéticas como potencial aplicado, pH
de trabajo, concentracion y tipo de buffer, etc. Una vez lograda esta optimizacion
el analisis e identificacion para caracterizacion de muestras mediante obtencion de

huella digital es rapido.

El arbol Eysenhardtia polystachya se distribuye en gran parte del territorio
mexicano y parte de los Estados Unidos ya que se puede encontrar desde el sureste

de Arizona hasta Oaxaca, donde es conocido como “palo azul”.

Este arbol es utilizado en la medicina tradicional de hierbas para el
tratamiento de urolitiasis (calculos en las vias urinarias) [42], lumbago, artritis,
reumatismo, ciatica, como depurativo de la sangre pues elimina el acido urico (de
ahi su fama como diurético y antirreumatico), y principalmente para el tratamiento

de la nefrolitiasis (calculos renales) [43]. También es utilizado como un
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antiespasmadico y para el tratamiento de complicaciones derivadas de la diabetes
mellitus [44,45], para este propdsito la corteza se hierve con agua para producir un
liquido de color dorado con una fluorescencia azul (de ahi el nombre dado: palo

azul), de la cual los enfermos toman de una a tres tazas diarias [43].

Entre los componentes del Eysenhardtia polystachya se pueden encontrar
compuestos polifenolicos y flavonoides que son en general, ésteres de un tipo de

azucar, que contienen un namero variable de acidos fenolicos [44].

Los polifenoles son sustancias que se producen en diversas partes de las
plantas como son: corteza, frutos, hojas, raices y semillas. A pesar de tener un
origen comun, la especificidad de las plantas les da a los polifenoles diferencias en

color, calidad y concentracion [46].

Los polifenoles son compuestos que constan de un anillo bencénico,
sustituido por uno o mas grupos hidroxilos. Entre los compuestos fendlicos
existentes en los alimentos, se pueden distinguir dos grandes familias: no

flavonoides y flavonoides.

Lo flavonoides se encuentran en partes de vegetales y plantas y en productos
alimenticios incluidos en la dieta del ser humano. Debido a su estructura fenolica,

estos compuestos son fuertes antioxidantes y receptores de radicales libres [47,48].

El interés por los flavonoides ha crecido debido a su amplia actividad
farmacologica. Los flavonoides son ampliamente utilizados por sus caracteristicas
antialérgicas y diuréticas; se asume que estas caracteristicas se deben a la capacidad

del oxigeno para absorber radicales.
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Se han descrito méas de 4,000 flavonoides que se clasifican en varias familias
segun cambios en su estructura basica. Son compuestos polifendlicos tanto de bajo
como de elevado peso molecular que comparten el esqueleto formado por dos
anillos bencénicos unidos a través de un anillo pirona o pirano heterociclo, que

pueden poseer varios grupos hidroxilo (-OH) unidos a esta estructura de anillos.

Los compuestos polifendlicos pueden extraerse del material vegetal
utilizando diversos solventes como son: acetona, agua, etanol, metanol, asi como
mezclas de ellos en diferentes proporciones [49], siendo el agua caliente el solvente
més econdmico para la extraccion y el més usado en la practica herbolaria [51].

5.2. PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Previo al analisis por electroforesis capilar se probaron condiciones de
preparacién del extracto de Eysenhardtia polystachya a partir de la madera
proporcionada por el laboratorio de extractos fluidos y secos “Rosa Elena Duefias”
(LRHFEFS), este laboratorio garantiza que la madera proporcionada es

efectivamente Eysenhardtia polystachya, por lo cual se usé como estandar.

Las condiciones de extraccion involucran la seleccidn y tipo de solventes, la
relacion adecuada entre ellos, asi como también la cantidad de materia vegetal a
usar. Para este proposito se utilizaron tres solventes: agua, acetona y etanol y se

probaron dos combinaciones de estos: agua-acetona (70:30) y etanol-agua (1:1); a

lucion
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temperatura ambiente y de ebulliciobn. Ademas, se consideraron cantidades de

materia vegetal de: 2.0 g, 5.0 gy 10.0 g [46].

Para la obtencion del extracto se coloco la cantidad deseada de la madera,
previamente cortada en astillas, en un matraz de fondo plano con 100 mL de
solvente y se puso a reflujo, a la temperatura de ebullicidn, durante un lapso de
cinco horas; o bien se dejo a temperatura ambiente de igual manera por cinco horas.
Transcurrido este tiempo, las soluciones se decantaron y filtraron, almacenandose

en botellas &mbar a 4 °C.

De acuerdo a Lopez-Bermudez [46], se consider6 como mejor sistema de
extraccidn aquel que presentaba una mayor cantidad de polifenoles, esto se hizo de
acuerdo con el método conocido como Azul de Prusia de Price y Butler [51,52].
Lopez-Bermudez determiné ademas la estabilidad de los extractos monitoreando

los espectros durante 30 dias.

Los resultados obtenidos por Lépez-BermlUdez muestran que el mejor
extracto se obtiene a temperatura de ebullicidn en el sistema etanol-agua (1:1) y 5.0
gramos de madera, ya que es el que presenta mayor cantidad de polifenoles ademas

de ser estable hasta por 30 dias.

5.2.2 PARAMETROS Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

Los experimentos se realizaron en el sistema de electroforesis capilar P/ACE

MDQ de Beckman, descrito en el capitulo | de esta tesis.
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El capilar utilizado, de silice fundida, tenia una longitud total de 60.2 cm,
con 50 cm de longitud efectiva y didmetro interno de 50 pum. la inyeccion se realiz6
en el catodo de forma hidrodinamica, aplicando una presion de 1.0 psi por 5.0

segundos.

El capilar se acondicion0, entre cada corrida, durante un minuto con NaOH
(0.1 M), un minuto con agua y 1.5 minutos con el buffer de corrida, previo a la
inyeccién de la muestra. Al inicio y al final del dia se le pasaba una solucion de
hidroxido de sodio (0.1 M) y luego agua durante 5 minutos cada uno. El capilar se

dejaba Illeno con agua.

5.2.3 ANALISIS ELECTROFORETICO

Para el analisis electroforético se tomaron los extractos considerando como
electrolito soporte buffer de boratos a pH 8.1 y también buffer de fosfatos al mismo

pH, para determinar cudl de ellos daba la mejor respuesta.

La mejor respuesta se obtendra en cuanto la resolucion sea mejor, es decir
los picos obtenidos estén separados y también cuando se observe el mayor nimero

de picos.

5.2.4 OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS Y REPETIBILIDAD

Con base en la mejor resolucion de los picos, que se obtengan corriendo la
muestra con cada uno de los buffers, haciendo una variacion en el voltaje aplicado
y en la concentracion del buffer, se seleccionaron las condiciones electroforéticas

Optimas para la obtencidn de la huella digital del Eysenhardtia polystachya.
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Como el extracto presenta coloracion roja, el analisis se realizo tanto en la
region ultravioleta como en la visible. Aunque el equipo cuenta con detector de
arreglo de diodos y permite obtener el espectro de los picos obtenidos, en ambas
regiones se seleccionaron longitudes de onda para la obtencidn del electroferograma
representativo de dicha regién. Para la region ultravioleta se seleccioné como
longitud de onda 214 nandmetros, mientras que el electroferograma para la regidn
visible se obtuvo a 426 nandmetros. Asi pues, para cada region, la UV y la visible,

se variaron la concentracion del buffer y el voltaje.

Las concentraciones se variaron de 10 a 50 mM y el voltaje de 10 a 25 kV.
Se tomaron en cuenta varios parametros, principalmente el tiempo de migracion y
el Atm para los picos vecinos. La resolucion se optimizo obteniendo el maximo de
diferencia en el tiempo de migracion para los picos mas préximos contra el voltaje
y la concentracién del buffer. La repetibilidad se evalué usando la prueba ANOVA

[37] para los tiempos de migracidn de los picos.

5.3. RESULTADOS

Se realiz6 una corrida de prueba para cada uno de los tres extractos:
etanol:agua (1:1), acetona:agua (7:3) y agua. Ademas, para decidir cual de los
buffers seria empleado para las determinaciones con el mejor extracto, se probaron
ambos buffers, boratos y fosfatos y se analizaron los electroferogramas resultantes.
El extracto etanol:agua (1:1) en buffer de fosfatos resulta ser el que da una mejor
huella digital ya que presenta el mayor contenido de polifenoles y flavonoides y
tambien el mayor numero de picos, entonces éste fue el extracto y el buffer

seleccionados para hacer la optimizacion de los parametros.
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El extracto de Eysendhardtia polystachya es una mezcla compleja de
compuestos polifenolicos lo cual dificulta la identificacion satisfactoria mediante
métodos cromatogréficos convencionales; por lo que es de gran importancia la
obtencidn de los parametros 6ptimos para su analisis. Toda vez que se fijan esos
parametros, el analisis se vuelve mas eficiente con respecto a la resolucion de los

electroferogramas correspondientes.

Para la optimizacién de un método de electroforesis capilar existen una serie
de parametros que necesitan ser considerados tales como el voltaje, pH y
concentracion del buffer, los cuales proveen los medios para una buena separacion
con el mayor numero de picos con diferencias significativas entre sus tiempos de
migracion, Atm, cOn respecto a los picos vecinos; es necesario decir que la precision
de las medidas experimentales, o movilidad, dependen fuertemente de dichos

factores.

El estudio consistié en encontrar la concentracion mas apropiada para el
analisis de los extractos, que permita tiempos de migracion lo suficientemente
grandes para obtener picos separados, pero a la vez cortos para hacer un analisis
rapido, lo que es equivalente a decir que se obtuvo una buena resolucion de los
picos y un analisis eficiente. Los electroferogramas obtenidos permiten la
determinacion de los parametros 6ptimos para el analisis de los extractos. Cuando
se analizaron los electroferogramas, se observd que en la region UV (214 nm)
existian picos que no se presentaban en la region visible (426 nm) o a la inversa,

como se observa en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Electroferogramas del extracto etanol-agua (1:1), aplicando 15 kV, en buffer de
fosfatos pH=8.1; a) electroferograma registrado a 426 nm (regi6n visible) y b)

electroferograma obtenido a 214 nm (regién UV).

Las condiciones 6ptimas se determinaron para cada region de interés, UV y
visible a 214 y 426 nm respectivamente, pH=8.1 [56]. Para la primera region, los
paradmetros éptimos fueron concentracion de buffer 10 mM y 20 kV, mientras que,
para la segunda region, los pardmetros 6ptimos fueron 50 mM para la concentracion
del buffer y 12.5 kV de voltaje aplicado [53].

5.3.1 REPETIBILIDAD

La repetibilidad de los electroferogramas de los extractos de Eysendhardtia
polystachya se evalu6, inyectando siete muestras de la madera bajo condiciones
Optimas como se definid para cada region, UV y visible, respectivamente. La Figura
5.2 muestra los resultados obtenidos para los extractos de LHRFFDE.
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En la Tabla 5.1 se muestran los resultados de la prueba ANOVA para los

tiempos de migracion. Los resultados permiten asegurar que el método optimizado

es reproducible para ambos electroferogramas, (obtenidos en condiciones 6ptimas),

y que éstos pueden considerarse como las huellas digitales de los extractos de

Eysendhardtia polystachya.

Tabla 5.1. Resultados de la prueba ANOVA [37] para los tiempos de migracion de los picos

obtenidos en los electroferogramas monitoreados a 214 nm y 426 nm. Las condiciones de

separacion son 6ptimas para cada caso.

Desviacién
Longitud de Grados de ss MS estandar
onda (nm) libertad relativa (RSD)
del tn,
214 6 0.263 5.749 0.019
426 6 0.417 15.084 0.005
01 7 01
0.09 4 a) b)
0.08 0.08 -
0.07 1
0.06 - 006 1
.é 0.05 1 'é 1
% 0.04 - T M
0.03 4
0.02
0.02 1
0.01 4 0
0+ 25 5 15 10 125 15 175
0 25 75 10 125 15 175
-0.01 ~ -0.02 4 s
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 5.2. Repetibilidad obtenida para los extractos de LHRFFDE en condiciones éptimas; a)
region UV (A=214nm), b) region visible (A=426 nm)
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532 APLICACION DEL METODO PARA DETERMINAR LA
AUTENTICIDAD DE UNA MUESTRA DE PALO AZUL

El método desarrollado se aplicé al analisis de madera comercial de
Eysendhardtia polystachya. El extracto se obtuvo usando 5 g de material vegetal y
100 mL de la mezcla etanol:agua (1:1), se enfrio y filtré almacenandose en botellas
ambar a 4 "C. Se tom¢ una alicuota para obtener una solucién de 50 mg/mL. Los
electroferogramas obtenidos a 214 y 426 nm muestran similitud, excepto por
pequefios cambios en los tiempos de migracion de algunos picos como se muestra
en las Figuras 5.3y 5.4. Mas aun, los picos I y Il mostrados en la Figura 5.3, pueden
asignarse a catequinas u otros compuestos flavonoides (como floretina), asi como
también el pico Il en la Figura 5.4. Esta asignacion preliminar se obtuvo por el
analisis y comparacion de tiempos de migracion de picos en los electroferogramas

correspondientes a muestras con estandares conocidos en condiciones dptimas.

Existen algunos picos en tiempos de migracion alrededor de 6 minutos en la
figura 5.3a (condiciones 6ptimas para 214 nm) que podrian asignarse al acido

tanico.

Las Figuras 5.3 y 5.4 ademas muestran que todos los picos correspondientes
estan presentes en ambas muestras de Eysendhardtia polystachya estudiadas,
aunque los tiempos de migracion sean diferentes debido a que los electroferogramas
correspondientes a las muestras aqui presentadas se obtuvieron con un capilar mas
corto. Otra diferencia entre ellas es la altura y el area de los picos, lo cual se espera
por la concentracion de cada componente en diferentes muestras naturales de la

misma planta.
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Figura 5.3. Electroferogramas obtenidos de la region UV en condiciones Optimas para: a)

extracto de LHRFFDE; b) muestra comercial de Eysenhardtia polystachya. Los picos | y 11

pueden asignarse a flavonoides como catequina.

85



=3

&/
Casa abierta al tiempo Interdisciplina en evolucién
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA CAP I T U LO V

AREA DE QUIMICA ANALITICA

0.1
0.08 -
0.06 -

0.04 -

Absorbancia

0.02

’ ‘
( 5 10 15 20
-0.02 -

tiempo (min)

0.03 q

b)

0.02 -

0.01 -

Absorbancia

-0.01

-0.02 -
tiempo (min)

Figura 5.4. Electroferogramas obtenidos de la regidn visible en condiciones 6ptimas para: a)
extracto de LHRFFDE; b) muestra comercial de Eysenhardtia polystachya. El pico Il puede

deberse a compuestos flavonoides como catequina.

También se aplico el método obtenido [53] para determinar la autenticidad
de una muestra que supuestamente era Eysenhardtia polystachya de modo que se
realizaron los extractos en etanol-agua (1:1) y se analizaron en condiciones

electroforéticas, aplicando la metodologia desarrollada y descrita con anterioridad.
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En la Figura 5.5a y 5.5b se presentan los electroferogramas obtenidos para
la region ultravioleta (214 nm) y la visible (426 nm) respectivamente para los

extractos de la madera a analizar.

0.06 - 0.03
0.05 - a) b)
0.02
0.04
i K]
g 003 g oot
o =}
= =
g §
0.02
« Z 0 T T <
0.01 0 5 10 15 20
-0.01
0
0 2 4 6 8 10
-0.01 2 2 -0.02 ¢ z
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 5.5. Electroferogramas obtenidos para la supuesta muestra de Eysenhardtia polystachya
bajo analisis; a) region UV (214 nm) en buffer de fosfatos (10 mM, pH 8.1), V=20 kV; b) regién
visible (426 nm) en buffer de fosfatos (50 mM, pH 8.1), V=12.5 kV.

Estos electroferogramas se comparan con los obtenidos para el extracto de
LRHFEFS, considerado el estandar, obtenidos en las mismas condiciones. Los
electroferogramas comparativos para ambas regiones, UV y visible, se muestran en

las Figuras 5.6 y 5.7, respectivamente.
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Figura 5.6. Electroferogramas obtenidos para la region UV (214 nm) en buffer de fosfatos (10
mM, pH 8.1), V=20 kV
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Figura 5.7. Electroferogramas obtenidos para la region visible (426 nm) en buffer de fosfatos (50 mM, pH
8.1), V=125 kV.

En las figuras anteriores se puede apreciar una similitud entre los picos
obtenidos para las dos regiones entre ambos extractos, por lo que se piensa que la
muestra tratada, efectivamente se trata de Eysenhardtia polystachya. Para asignar

la correspondencia entre los picos obtenidos para la muestra y el LRHFEFS en las
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Figuras 5.8 y 5.9 se presentan los contornos (espectros bidimensionales) obtenidos
para el LRHFEFS y la muestra, en las regiones ultavioleta y visible,

respectivamente.

Figura 5.8. Contornos de LRHFEFS y muestra de palo azul obtenidos para la regién UV (214 nm) en buffer
de fosfatos (10 mM, pH 8.1), V=20 kV.

Figura 5.9. Contornos de LRHFEFS y de muestra de palo azul obtenidos para la region visible
(426 nm) en buffer de fosfatos (50 mM, pH 8.1), V=12.5 kV.
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En los espectros bidimensionales se observa que los picos obtenidos tienen
correspondencia en los espectros, aunque del LRHFEFS a la muestra se encuentren
ligeramente desplazados en cuanto al tiempo. Con esto podemos decir que no solo
los electroferogramas son similares, sino que los componentes en ambas muestras

son los mismos, por lo tanto, podemos confirmar que la muestra es efectivamente,

Palo azul.

Mas aln, este ultimo analisis presentado se realiz6 casi dos afios después de
haber desarrollado la metodologia y los resultados obtenidos, en términos de huella

digital de Eysenhardtia polystachya, son similares, como se muestra en la Figura

5.10.
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Figura 5.10. Electroferogramas de extractos de LHRFEFS para la region UV, obtenidos en condiciones
Optimas, pero realizados con dos afios de diferencia. El méas reciente (linea sélida), obtenido para el trabajo

publicado (linea punteada).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se demuestra que la electroforesis capilar es una técnica
versatil que tiene vastas aplicaciones, no s6lo como una técnica de analisis, sino
que también es util para calcular constantes de acidez, asi como también para

estudiar la evolucién de la formacién de micelas.

Ademas, se comprueba que se pueden calcular parametros fisicoquimicos

tales como:

- movilidades de especies ionicas
- conductividades i6nicas equivalentes

- concentracion micelar critica de tensoactivos

Todo lo anterior siguiendo los cambios en la movilidad con respecto a algin
parametro experimental como el pH (para la obtencion de pKa’s) o la concentracion
del tensoactivo en el caso de las constantes de asociacién. Aunque el
comportamiento de la movilidad contra parametros como el pH no es lineal se
pueden hacer ajustes de los datos experimentales, para esto resultan utiles
programas computacionales como SQUAD,; o bien, para simular el comportamiento
de la movilidad con el cambio en la concentracién de tensoactivo se pueden usar

programas como MEDUSA.

Igualmente, esta técnica demuestra su utilidad en la obtencion de huellas
digitales para sistemas complejos como lo son los extractos de hierbas medicinales;
ya que sus costos de operacidn son significativamente mas bajos que los de los
metodos cromatograficos comunmente empleados para este fin. En este caso la
electroforesis capilar se vuelve no solo una opci6én mas viable sino también un

método ortogonal de comprobacion y comparacion.
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Cabe mencionar que, gracias al detector de arreglo de diodos, el anélisis y la
asignacion de los picos, tanto en separaciones como en la determinacion de valores
de constantes, se facilita ya que al observar el espectro se comprueba
inequivocamente la presencia de un analito o la aparicion de una nueva especie

absorbente en el sistema.

Resultd ser especialmente util, para el caso de los farmacos, el hecho de que
se utilice poca cantidad de muestra, ya que en el caso de los LQM’s se disponia

Unicamente de 100 mg.

Por todo lo anterior se pretende que el uso de esta técnica se difunda en los
laboratorios como una alternativa al calculo de parametros fisicoquimicos como los

ya mencionados y no sélo se use como método de separacion.

Quedaron como pendientes, mejorar el modelo del ajuste hecho al
comportamiento de la movilidad en funcidén de la concentracion de tensoactivo
(capitulo 1V), ya que en este modelo propuesto s6lo se introdujo el equilibrio de
micelizacion y no se esta considerando la interaccion del SDS con el naftaleno el
cual, aunque esta en pequefia cantidad, se encuentra presente en el sistema y no

puede despreciarse del todo.

En cuanto a la caracterizacion por huella digital de Eysendhartia
polystachya, hace falta aplicar esta metodologia a una muestra de madera que no
sea Palo Azul, con el fin de no dejar lugar a dudas que se encontro la huella digital

del Eysendhartia polystachya.
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Por ultimo, si se usa la técnica MEKC para separaciéon de compuestos
neutros, se podria emplear también en la determinacidn de constantes de equilibrio
para analitos que sean muy poco solubles en agua, o bien que sean inestables en
medio acuoso; ya que se sabe que las micelas pueden ayudar al proceso de
solubilizacion, y en ocasiones también a la estabilizacion de compuestos, esta es

una via interesante que valdria la pena explorar.
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