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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos sobre el estudio de medicamentos
antiinflamatorios: Diclofenaco (DCF) y Acetaminofén (ACT), incluidos dentro del grupo
denominado AINE’s (antiinflamatorios no esteroidales). Estos farmacos son usados en
primera instancia por la poblacion para el tratamiento del dolor agudo e inflamacién
principalmente, por sus propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. Son
comunmente utilizados por prescripcion o automedicacion. En el presente trabajo se
evalud la estabilidad de DCF en diferentes medios, evidenciando su inestabilidad a pH
acido. Se propuso una posible ruta de degradacion para la especie neutra de DCF, asi
como los productos obtenidos y se determiné la constante de acidez considerando la
inestabilidad del mismo en cada medio. Se estudié la oxidacion electroquimica de la
especie aniénica de DCF a pH 7, a través de diversas técnicas electroguimicas; se
encontré que la oxidacién de DCF implica un mecanismo Electroquimico-Quimico en
donde la reaccion electroguimica se lleva a cabo a través de un electrén de intercambio,
mientras que la reaccion quimica implica romper la molécula de DCF a través del atomo
de Nitrégeno, generando de este modo dos fragmentos: 2,6 dicloroanilina y 2-
(2hidroxiprop - 2 - enil) fenol. Se determind el coeficiente de difusibn para la especie
aniénica a través de diversas técnicas experimentales asi como tedricamente. En la
actualidad dentro de la industria farmacéutica se hace uso de diversos compuestos tales
como los surfactantes para mejorar la biodisponibilidad de los farmacos y de esta manera
brindar estabilidad evitando su descomposicion. Se determind la concentracion micelar
critica de Cetiltrimetilamonio (CTAB) en las condiciones de trabajo, se caracterizaron
electroguimicamente Diclofenaco y Acetaminofén en ausencia y presencia de CTAB con
el fin de mejorar los parametros fisicos de las moléculas, se prob6 un nuevo método de
determinacion analitica para el Diclofenaco y la determinacién simultanea de DCF y ACT.
Encontrando que la interaccibn que se presenta entre DCF y CTAB proporciona
estabilidad al farmaco y al mismo tiempo ayuda a mejorar la determinacion del mismo aun

en presencia de Acetaminofén.



AT\

Casa atwerta al tiempo / ﬂfd/? a Interdisciplina en evolucion
UNIVEHS'DAD AUTUNDMA METRUPDUTANA 7}‘ {dﬁ: AREA DE Qu[|:|c,q ANALITICA

Abstract

This paper presents the results obtained on the study of two anti-inflammatory drugs:
Diclofenac (DCF) and Acetaminophen (ACT). They belong to the group called AINE's
(nonsteroidal anti-inflammatory), and are mainly used by humans in the treatment of acute
pain and inflammation because of their analgesic, antipyretic and anti-inflammatory
properties. They are used within both regimes: doctors prescription or automedication.
DCF stability in different media was evaluated, showing instability at acidic pH. A
degradation reaction and the yielded products are proposed for DCF neutral species, and
the pKa was determined by considering the instability. The electrochemical oxidation of
anionic species of DFC at pH 7 was studied through various electrochemical techniques. It
was found that oxidation of DCF involves an EC mechanism where the electrochemical
reaction takes place through electron exchange. The associated chemical reaction
involves breaking the molecule DCF through the nitrogen atom, thereby generating two
fragments: 2.6 dichloroaniline and 2- (2hidroxiprop - 2 - enyl) phenol. The diffusion
coefficient for anionic species was determined by various experimental techniques, and
also theoretically. Additionally, various compounds (such as surfactants) are currently
used by the pharmaceutical industry to improve the bioavailability of drugs and thus
provide stability and avoid decomposition. Thus this strategy was also tested in this work.
The critical micelle concentration of Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) in working
conditions was determined, DCF and ACT were electrochemically characterized in the
absence and presence of CTAB in order to improve the physical parameters of molecules.
A new analytical method was tested for determination of DCF, and the simultaneous
determination of DCF and ACT. It was found that the interaction between DCF and CTAB
offers stability to the drug and, at the same time, helps improving its analytical

determination in the presence of Acetaminophen.
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Abreviaturas

B- CD B- ciclodextrina

v Velocidad en V s™

Ag/AgCl Electrodo de Plata/Cloruro de Plata saturado con KCI
ACT Acetaminofén

AINE Antiinflamatorio No Esteroidal

CA cronoamperometria

CMC concentracion micelar critica

EPC Electrodo de pasta de carbono

CTAB Bromuro de Cetiltrimetilamonio (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)

DCF Diclofenaco

DZP Diagrama de Zonas de Predominio
E Potencial en Volts

[ Corriente

Ipa Corriente de pico anodico

ipc Corriente de pico catodico

i Corriente limitante

LOD Limite de deteccidn (Limit of Detection)

LOQ Limite de Cuantificacion (Limit of Quantification)
VC Voltamperometria Ciclica
VL Voltamperometria Lineal
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1. Introduccion

Los medicamentos son esenciales para la salud y sobrevivencia de las personas, el
consumo de los mismos es vital para el tratamiento de diversas enfermedades Los
medicamentos antiinflamatorios no esteroidales (AINE) tienen efectos analgésicos,
antipiréticos y antiinflamatorios. La razén de su popularidad radica en que no produce
sedacion o adiccién y en su facil adquisicion. Después del aislamiento del &cido acetil
salicilico en 1829 los AINE han sido utilizados en la medicina humana y han sido
aceptados como relativamente seguros al grado de venderse sin prescripcion médica [1] y

como consecuencia de ello el consumo ha sido mayor.

La alta demanda de los mismos ha generado contaminacién, consecuencia tanto del
desecho humano bioldgico como de la inadecuada forma de deshacerse de los
medicamentos una vez caducados ha contribuido a considerarlos como contaminantes
emergentes. Lo anterior exhibe la necesidad de desarrollar y mejorar métodos de
cuantificacion y determinacion de los mismos; asi como de sus posibles productos de

degradacion.

Al ser medicamentos de consumo cotidiano es indispensable conocer las propiedades
de los mismos, sin embargo, la informacion es limitante; ya que no se encuentra reportada
la estabilidad quimica de los mismos, existe discrepancia en la informacion presentada
por distintos autores, aunado a ello si bien las empresas farmacéuticas han desarrollado
diversos medios que mejoran la calidad de los farmacos; asegurando la estabilidad o
mejorando la eficacia de los mismos por poner un ejemplo, se cuenta con escasa
informacién con respecto a la interaccién quimica que existe entre los medicamentos y los

diversos compuestos que ocupan para mejorar el producto.

Es por ello que el presente trabajo tiene como objetivo colaborar con el estudio de las
propiedades farmacos de uso muy comun coémo lo son Diclofenaco y Acetaminofén, asi
como de la interaccion que presenta con surfactantes o ciclodextrinas; y poder proponer
un método de cuantificacién del mismo.

10
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2. Antecedentes

En la actualidad los antiinflamatorios no esteroideos denominados (AINE) son la
piedra angular en el de numerosas enfermedades convirtiéndose en el grupo terapéutico
mas utilizado alrededor del mundo. Solamente en Estados Unidos se generan cerca de 70
millones de prescripciones anualmente, hecho atribuible a su importante papel como

agentes analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios [2].

Los antiinflamatorios no esteroideos pueden clasificarse de acuerdo a su estructura
quimica en tres grupos: acidos, no acido y otros. Dentro del grupo de acidos pueden
dividirse en endlicos y carboxilicos. Como ejemplo de cada grupo se tiene: oxicams dentro
de los endlicos, diclofenaco y naproxeno en &cidos carboxilicos, nimesulida en no acidos

y acetaminofén en otros [3].

Clasificacion de AINE

Acidos No Acidos Otros
Endlicos Carboxilicos Nimesulida Acetaminofen
. Diclofenaco
Oxicams
Naproxeno

Figura 2.1. Clasificacion de antiinflamatorios de acuerdo a su estructura quimica.

En general la accion de los antiinflamatorios no esteroideos se basa en la inhibicién de
la enzima ciclo-oxigenasa (COX) mediada por la produccién de las prostaglandinas, la

cual presenta dos isoformas: COX-1 y COX-2. La COX-1 es constitutiva mientras que la

11
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COX-2 es inducida. Los AINES tradicionales inhiben de manera no selectiva la actividad
enzimatica de las dos isoformas. Los antiinflamatorios pueden inducir la apoptosis de una
serie de lineas celulares de cancer como el de colon, de mama, de prostata, de
estdbmago, etc. y tienen un papel sinérgico en la actividad de ciertos farmacos
antitumorales; estas propiedades antitumorales de los antiinflamatorios que se pueden
atribuir a mecanismos de la COX-independientes de modular la proliferacion celular y la
muerte celular en las células cancerosas que carecen de la COX, a la apoptosis a través
de la activacion de las caspasas o a través de un mecanismo molecular desconocido,

donde los radicales libres también pueden estar involucrados [4-6].

Por lo tanto para el estudio de los antiinflamatorios es importante considerar la

determinacion de la capacidad antioxidante.
2.1 Diclofenaco

El diclofenaco (DCF), figura 2.2 , (2 - [(2,6-diclorofenil) amino] fenilacetato) es considerado
un AINE por sus propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias [7]. Es un
analgésico que tiene una rapida accién y larga duracién de accion es frecuentemente
prescrito en la medicina clinica para el tratamiento de la artritis reumatoide, osteoartritis,
reumatismo no articular y lesiones deportivas. Debido a esto se han implementado
diferentes métodos para su cuantificacion entre ellos algunos basados en cromatografia-
espectrometria de masas, cromatografia liquida y de electronebulizacion [8] vy
electroquimicos [9-13]. Sin embargo, no se ha encontrado reportado estudios sobre la
estabilidad del compuesto; existe desacuerdo en la informacion reportada por distintos
autores y pocos estudios han informado justificadamente, sobre caracteristicas relevantes
del DCF como son el nimero de electrones que se pierden durante su proceso de
oxidacién electroquimica y en particular el valor de su coeficiente de difusion en medio
acuoso, informacién importante que caracteriza a la molécula. La eliminacion inadecuada
de DCF ha contribuido a considerarlo como un contaminante emergente, por lo tanto toda
informacién que conduzca a la identificacion de DCF o a sus productos de oxidacién es
relevante [14,15]. Ademas dicha informacion podria ser importante para el disefio de un

nuevo método para la cuantificacién electroquimica de DCF [16].

12
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Cl

NH

Figura 2.2. Estructura molecular de diclofenaco.

El DCF tiene un pKa reportado de 4.15 por potenciometria asociado al grupo carboxilo
[8,17]. Sin embargo, en la literatura Arancibia determina 2 valores de pKa para DCF por
espectrofotometria UV; el primero de 1.7 asociado a la desprotonacion del grupo amino
(R:NH,") y el segundo en 4.9 asociado al grupo carboxilo (COOH) [18]. Encuentra dichos
valores de pKa al analizar el comportamiento de DCF a diferentes valores de pH; en
presencia y ausencia de 3-CD, ver figura 2.3. Atribuye la caida y subida de absorbancia
(circulos vacios) con respecto a pH a los valores de pKa. Para Arancibia existe otra

especie de DCF a valores de pH &cido la cual se encuentra protonada, ver figura 2.4.

0.1 T T T T

pH
Figura 2.3 Influencia de pH a A = 273 nm de (circulo vacio) DCF a Cpce= 3.59 x10-5 M y
(circulo relleno) DCF- BCD a Cpcr= 3.05x 10 -5 M, Ccp= 0.01M [18].

13
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Cl

+
NH,

OH

Figura 2.4 .Estructura molecular de diclofenaco protonado.

La discrepancia en los valores de pKa aunado a la falta de informacion con respecto a la

estabilidad de la molécula, nos conduce a la necesidad de realizar el estudio.

2.2 Acetaminofén

El Acetaminofén (ACT) conocido comunmente como paracetamol (N-acetil-p-aminofenol)
es un analgésico y antipirético de uso comun. Es el medicamento més utilizado después
del 4cido acetilsalicilico en muchos paises como una alternativa a la aspirina y fenacetina.
Es un acido débil con pKa de 9.5 que se absorbe rdpidamente y se distribuye después de
la administracion oral [19]. No tiene propiedades antiinflamatorias clinicamente

significativas, a pesar de ello se incluye dentro de los AINE.

H
N_ _CH,

HO

Figura 2.5. Estructura molecular de acetaminofén.

14



AT\

Casa aberta al tiempo 7 ( ﬂ /, ﬂ ﬂ}‘ Interdisciplina en evolucion

UNIVEHS'DAD AUTUNDMA METRUPDUTANA AREA DE QUIMICA ANALITICA
2.3 Agregados supramoleculares

Los agregados supramoleculares son entidades polimoleculares; dentro de los cuales se
encuentran micelas, microemulsiones, vesiculas que resultan de la asociacion
espontanea de un numero indefinido de componentes y también algunos compuestos
macrociclicos como : éter corona o ciclodextrinas [20]. La industria farmacéutica ha
aprovechado estas propiedades para mejorar sus productos; proporcionando estabilidad,
liberacion prolongada asi como solubilizantes para inyectables [21-23]. Otros autores han
desarrollado el uso de los surfactantes como agentes de enmascaramiento para la
determinacion simultanea de neurotransmisores [24]; de igual manera, siguiendo el
desarrollo de la investigacion en la industria farmacéutica, se ha estudiado la influencia de
cuatro agentes tensoactivos no iénicos sobre la absorcion percutanea del diclofenaco de

sodio a partir de geles de Carbopol con contenido de 40% de glicol de propileno [25].

Los tensoactivos forman espontaneamente agregados supramoleculares llamados
micelas, i.e. agregados cuasi-esféricos con las cabezas hidrofilicas en la superficie, en
contacto con el solvente, mientras que las cadenas hidrocarbonadas evitan exponerse al
agua aglomerandose en el interior. El tamafio y la forma de las micelas quedan
determinados por el balance entre el grado de hidrofobicidad de las colas y la repulsion de
las cabezas polares. La concentracion de surfactante por arriba de la cual comienzan a
autoensamblarse los agregados, se conoce como concentracion micelar critica. Esta
concentracion depende de ndmero de iones en solucién, temperatura y tamafio del
surfactante [21-23]. Para el presente reporte se ha trabajo con Bromuro de
Cetiltrimetilamonio; surfactante cationico de cadena de 16 carbonos.

Figura 2.6. Estructura molecular de CTAB.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos que contiene varias unidades de sacarosa

de 6,7 y 8, dependiendo del nimero de unidades son nombradas: a, B y y Ciclodextrina

15
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respectivamente. En una soluciéon acuosa, la cavidad de la ciclodextrina ligeramente
apolar esta ocupado por las moléculas de agua las cudles son energéticamente
desfavorecidas (interaccion polar-apolar), y por lo tanto puede ser facilmente sustituido
por "moléculas" huésped apropiada, que son menos polares que el agua. Lo que le
permite formar complejos supramoleculares; nombre que se da a la asociacion de la

ciclodextrina conocido como “anfitrion” y la molécula que se incluye “huésped” [26].

HO o
le] HO OH
OH
E o
HO HO
- o)
o]
=y
0 OH

Figura 2.7. Estructura molecular de 3-CD.

Ya que existe interaccién entre diversos agregados moleculares y los farmacos; el
objetivo del presente trabajo es contribuir con la caracterizacion de esa relacién,

destacando beneficios adicionales a los que exhibe la industria.

3. Hipo6tesis

Las propiedades fisicoquimicas de los antiinflamatorios cambian al formar complejos
supramoleculares, por lo que se propone mejorar la estabilidad de los antiinflamatorios

utilizando surfactante y la ciclodextrina, y asi proponer métodos de cuantificacion.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Estudiar pardmetros fisicoquimicos de antiinflamatorios no esteroideos en solucién
acuosa relacionados con la capacidad antioxidante, la formaciébn de complejos

supramoleculares y el disefio de métodos de cuantificacion.

16
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4.2 Objetivos Particulares

Evaluar la estabilidad de Diclofenaco a diferentes valores de pH.
Determinar la estabilidad de DCF con ayuda de quimica computacional.
Caracterizar el comportamiento electroquimico de DCF.

Caracterizacion del comportamiento espectroscépico de CTAB.

o 0N e

Determinar la constante de inclusion del complejo supramolecular entre
Diclofenaco y B-CD experimentalmente.
6. Diseflar método de cuantificacion para la determinacién de Diclofenaco y

Acetaminofén.

5. Metodologia

Todos los reactivos son de grado analitico, Diclofenaco (Sigma), NaOH (J.T. Baker), acido
clorhidrico (J.T. Baker) y sales de fosfatos (J.T.Baker); las soluciones fueron preparadas

con agua desionizada con un equipo Milli-Q (Millipore) con resistividad 18.2 MQcm.

El potenciémetro utilizado pH/lon Analyzer (METTLER TOLEDO). Durante el experimento
las soluciones de DCF en la celda fueron sometidas a atmdsfera de Nitrégeno y

proteccion de luz a temperatura constante de 25°.
Estudio Electroquimico

Se utiliza un potenciostato Epsilon Basi para el estudio electroquimico con una celda
convencional de tres electrodos. El electrodo de pasta de carbono (EPC mostrando un
area geométrica de 0.071 cm2 como electrodo de trabajo) fue preparado a partir de polvo
de grafito (Johnson Matthey 1 um, 99.9%) y aceite mineral (nujol) de Sigma-Aldrich con
una relacion de peso 1l:1.La mezcla es depositada en un tubo de polietileno (10 cm de
longitud y 3 mm de didmetro) que contiene un piston; la punta del tubo se coloca sobre
una superficie plana y la presidbn se ejerce manualmente con el piston con el fin de
eliminar totalmente el aire atrapado. El contacto eléctrico se realiza mediante un alambre
de Pt soldado a un alambre de Cu externa, mas detalles se pueden encontrar en Ramirez
et. al. [27-28].Como contra-electrodo se utilizd un alambre de platino (BAS MW-1032) y
como electrodo de referencia Ag/AgCI saturado (BAS MF-2052). Los experimentos de

macro - electrélisis se llevaron a cabo en una celda de electrdlisis masiva (Princeton
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Applied Research Kit 377/16 Stirring Synchronous Motor) utilizando como electrodo de
trabajo una gasa de platino del BAS (un cilindro de 50 mm de alto y 39 mm de diametro
con un cable de conexiéon de 50 mm). Un tubo de vidrio conectado a un alambre de platino
((Princeton Applied Research Kit KO0O30) como electrodo de referencia y un electrodo de

pasta de carbono como contra electrodo.
Estudio Espectrofotométrico

El estudio espectrofotométrico se lleva a cabo en un espectrofotdmetro PerkinElmer
Lamba 20, en una celda de cuarzo de 1 cm de longitud de paso oOptico, en el intervalo de
longitud de onda de 400nm a 200nm.

Estudio Tebrico

Todos los calculos electronicos fueron realizados con el paquete de programas
computacional Gaussian 09 [29]. Se us6 el funcional M05-2X [30] para las optimizaciones
de geometria y los calculos de frecuencia, junto con el conjunto de funciones de base 6-
311+G(d,p) y el modelo de solvatacion continuo basado en la densidad (SMD) [31],
utilizando agua como solvente. Para la obtencion de espectros se utilizé el funcional CAM-
B3LYP. Los minimos locales fueron identificados por la ausencia de frecuencias
imaginarias. Se incluyeron correcciones termodinamicas a 298.15K en el calculo de las
energias relativas. Todos los datos de termoquimica son reportados usando el estado
estandar 1M.
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6.1 Estabilidad de DCF

Como se ha mencionado anteriormente debido a la falta de informacion reportada con
respecto a la estabilidad de DCF y a la importancia de la misma; se lleva a cabo el estudio

de estabilidad en diferentes condiciones.

En la figura 6.1 se presenta el Diagrama de Zonas de Predomino (DZP) para DCF,
como se menciond con anterioridad el DCF presenta un pKa en 4.15 [8], Se decide tomar
este valor en primera instancia debido a que es el valor mas reportado dentro de la
literatura. De esta manera a valores de pH menores a pH 4 predomina la especie
protonada (DCFH) y a valores mayores la especie desprotonada (DCF).

DCFH -
, DCF >

4.15

Figura 6.1. DZP en escala de pH para la molécula de DCF construido bajo la
metodologia propuesta por Rojas-Hernandez et al. [32-35].

Para encontrar las condiciones Optimas de trabajo se evalla la estabilidad de ambas
especies de DCF a pH 1 y pH 7 para asegurar que predomine la especie DCFH y DCF
respectivamente.

6.1.1 Estabilidad pH 1
Se evalla la estabilidad de la especie DCFH en diferentes condiciones, como se muestra
a continuacion.

En la figura 6.2 se muestra el espectro de absorcién de la especie DCFH para una
solucion 0.5 mM en cloruros 0.1 M, el cual presenta un méximo de absorbancia en 273

nm y alrededor de 220 nm puede apreciarse un hombro muy pequefio no muy definido.
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Figura 6.2. Espectro de absorcion de DCF 0.5 mMapH 1.5en HCI 0.1 M

Con el fin de evaluar la estabilidad del farmaco se obtienen los espectros de absorcion de
la solucion a diferentes tiempos como se muestra en la siguiente figura, la absorbancia
maxima disminuye conforme pasa el tiempo por ello los espectros aparecen cada vez mas
abajo del obtenido al “tiempo cero” nombrando asi al primer espectro registrado una vez

preparada la solucién que se analiza.

Para observar mejor el comportamiento del sistema en estas condiciones, en el inserto de
la figura 6.3 se observa una gréfica del porcentaje de absorbancia que se mantiene con
respecto a la absorbancia del “tiempo cero” en funcion del tiempo, cabe mencionar que el
primer espectro obtenido se considera como si fuera el 100% de la muestra y por lo tanto

para este sistema en 30 minutos se conserva sélo el 50%.

Esta pérdida de absorbancia sugiere que la especie no permanece estable bajo las
condiciones de trabajo, lo anterior es muy importante ya que antes de trabajar con el
compuesto es indispensable saber si la especie se mantiene en el tiempo o si se ve

afectada por agentes externos.
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Figura 6.3. Espectros de absorcién de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 1.5 en HCI
0.1M.

Para intentar encontrar la causa de la inestabilidad de la especie se propuso realizar el
experimento cuidando el sistema de agentes externos tales como: luz, oxigeno,
temperatura. En la figura 6.4 se muestra el grafico de porcentaje de absorbancia que se
mantiene con respecto a la absorbancia del “tiempo cero” en funcién del tiempo
comparando el experimento en donde se protege al sistema y en donde no se consideran
esos cuidados. No existe un cambio drastico sin embargo cuando se protege al sistema
de agentes externos los valores de absorbancia se mantienen un poco mas arriba que

cuando se tienen los cuidados.

1000.
i Q.Q

Ooo.e
- (]

8 o

®con cuidados

Os/ cuidados

0 T } T } T i

10 20 30
t/ min

o

Figura 6.4. % de Absorbancia en funcion del tiempo para la especie DCFH en HCI 0.1 M
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Pensando que el medio en el que se trabaja pudiera afectar la estabilidad de la especie se
evalla la estabilidad de la especie DCFH en percloratos 0.1 M pH 1.5 siguiendo el mismo

procedimiento que en el caso anterior.

En la figura 6.5 se muestra el espectro de absorcion de la especie DCFH en HCIO, 0.1 M,
presenta maximo de absorcién den 273 nm y un pequefio hombro no muy definido
alrededor de 220 nm. Es importante mencionar que no se observa un cambio apreciable

en el espectro por efecto del medio.

1 -
\
o84 \
\
0.6 - \
< \
0.4 - \\._,//—‘\\ — -DCFH
\
02 7 \
AN
O T T T T T \I-— 1
200 220 240 260 280 300 320 340
Al nm

Figura 6.5. .Espectro de absorcion de DCF 0.5 mM a pH 1.5 en HCIO,4 0.1M

Para evaluar si la estabilidad de la especie se ve afectada por el medio se obtienen los
espectros de la solucién a diferentes tiempos los cuales se muestran en la figura 6.6 la
absorbancia a 273 nm disminuye considerablemente conforme transcurre el tiempo; en el
inserto de la figura se presenta el porcentaje de absorcién que se pierde con respecto a la
muestra inicial y para los 30 minutos que se monitorea la solucion se conserva el 65% de

la muestra, comparado con el experimento en cloruros se conserva 15% mas.
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Figura 6.6. Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 1.5 en
HCIO, 0.1M.

A partir del experimento anterior se considera que trabajar en percloratos es una buena
opcion para mantener por mayor tiempo la especie DCFH estable, aunado a eso se sabe
que los percloratos dificilmente forman complejos con otras especies lo que lo hace aun
mas atractivo.

También se evalla la estabilidad de la especie DCFH en Fosfatos pH 1.5 en la figura 6.7
se muestra el espectro de absorcién para la solucion el cual presenta un maximo de
absorcion en 273 nm y de la misma manera un pequefio hombre en 220nm, nuevamente

no se aprecia cambio notable en el espectro de absorcion.
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Figura 6.7 .Espectro de absorcion de DCF 50 uM pH 1.5 en Fosfatos 0.1 M

En la figura 6.8 se superponen los espectros de absorcion para la especie DCFH en
diferentes medios, s6lo se evidencia que no existe cambio con respecto al espectro de
absorcion a excepcion que para cuando la especie se estudia en Fosfatos el espectro que

se obtiene es poco mayor que con los otros iones.
1 1
0.8
0.6
< - = «= DCFH fosfatos
owm N

0.4 - \ 277N

0.2

O T T T T e e
215 235 255 275 295 315 335
Alnm

Figura 6.8 .Espectros de absorcién de la especie DCFH a pH 1.5 en diferentes iones.
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Sin embargo el cambio es evidente en el estudio de estabilidad ya que como se muestra
en la figura 6.9 la absorbancia maxima sigue disminuyendo considerablemente y como se
observa en el inserto de la figura para este medio, sélo se conserva el 30% de la muestra
inicial durante los 30 minutos, que de los iones estudiados hasta el momento ha sido el

gue muestra menor estabilidad para la especie DCFH.

100 ¢ o o

80 + ° ]
1y %] el
20 + —3
08 0 : : I
30 _ 4
0.6 — 12
< —15
04 —18
21
02 24
27
O T = 30

220 270 320
Al nm

Figura 6.9. Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 1.5 en
H3;PO, 0.1M.

Con el fin de observar otra propiedad quimica de la molécula, siguiendo el mismo
procedimiento se evalla la estabilidad haciendo uso de la técnica electroquimica

Voltamperometria Ciclica (VC).

En la siguiente figura (6.10) se muestra el VC (linea punteada) caracteristico para la
especie DCFH, se inicia el barrido en potencial de corriente nula hacia potenciales
positivos en donde se presenta un pico anddico irreversible en 0.82 V al invertir el sentido
del barrido se observan dos picos catédicos como producto de la oxidacibn en 0.64 y
0.30 V. EI VC (linea continua) es el blanco del medio HCI 0.1 M el cual no presenta ningun

proceso en la venta de potencial de trabajo.
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Figura 6.10. VC de la especie DCFH en HCI 0.1 M pH 1.5, EPC vs Ag/AgCla 0.1V s™

Se obtienen varios VC’s durante 30 minutos, siguiendo la intensidad del pico anddico en
funcion del tiempo; en el inserto de la figura se muestra el grafico de porcentaje de
corriente de pico anddico que se mantiene con respecto a la intensidad del pico anddico
del VC del “tiempo cero”, para los 30 minutos del experimento se conserva el 60% de la
muestra. Este resultado coincide con la respuesta obtenida por el método

espectrofotométrico.

6.1.2 Estabilidad pH 7

De la misma manera que se lleva a cabo el estudio de la estabilidad para la especie
protonada, se realiza para la especie anidnica (DCF’). Se monitorea la estabilidad de la
especie DCF en cloruros 0.1 M durante 30 minutos, obteniendo el espectro de absorcion
a diferentes tiempos, en la figura 6.11 se muestra el espectro de absorcion del “tiempo

cero” para la solucion el cual presenta un maximo de absorcion en 275 nm.
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Figura 6.11 .Espectro de absorcion de DCF 0.5 mM en NaCl 0.1 M pH 7.

En la figura 6.12 se muestran los espectros obtenidos a diferentes tiempos y como se
observa el resultado es contrario para esta especie, los espectros se encuentran
practicamente superpuestos lo que puede apreciarse mejor en el inserto de la figura en
donde el porcentaje de absorbancia que se mantiene en funcién del tiempo se mantiene
en 100% durante los 30 minutos del experimento.

100 O 00O OO OO OO OO
80
o 60
1 j- > 10
0.8 + . . .
0.6 :_ 10t/min20 30
< . .
04 1 0-30 min
0.2 +
O 1 1 1
200 250 300 350

Alnm

Figura 6.12. Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 7 en
NaCl 0.1M.
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Para esta especie también se evalUa el comportamiento del sistema cuando se protege
de agentes externos en diferencia de cuando no se hace, en la figura 6.13 se muestra el
gréfico del porcentaje de absorbancia que se mantiene en funcion del tiempo para ambos

casos.

Se observa que la absorbancia para el experimento en donde se protege al sistema de
agentes externos permanece por arriba y se mantiene constante, por lo anterior se

sugiere mantener el sistema protegido de luz, oxigeno y temperatura constante.

10008000000000
4 O 0O0OO0OO0OOOODO
80 —+
60 +
< :_ @ con cuidados
O\o 40 4 Os/ cuidados
20 +
0 - I - ' - I - I

0 10 20 30 40
t/ min

Figura 6.13. % de Absorbancia en funcién del tiempo para la especie DCF en NaCl 0.1 M
pH 7.

A pesar de que la especie anidnica se muestra estable en el tiempo para ser congruentes
y poder realizar una mejor comparacion con la especie neutra se evalla la estabilidad de
la especie DCF en percloratos. En la figura 6.14 se muestra el espectro de absorcion
para dicha especie en NaClO, 0.1 M; presenta su maxima absorbancia en 275 nm al igual

que en cloruros.
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Figura 6.14. Espectro de absorcion de DCF 0.5 mM pH 7 en NaClO, 0.1 M

En la figura 6.15 se muestra el grupo de espectros obtenidos a diferentes tiempos para la
especie DCF en percloratos, puede observarse sblo un espectro debido a que se
encuentran superpuestos lo que se corrobora en el inserto de la figura en el cual la

absorbancia que se mantiene, muestra una tendencia en 100%.

100 0 00O0OOGOOOO
l -
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O 6 i 3I0
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200 220 240 260 280 300 320 340

Al nm

Figura 6.15. Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 7 en
NaClO, 0.1 M.

Por ultimo para terminar con la comparacion se evalla la estabilidad de la especie DCF

en fosfatos 0.1 M, ver figura 6.16. El espectro de absorcidén presenta al igual que en
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medios anteriormente estudiados su absorbancia maxima en 275 nm. Hasta aqui no se ha

observado cambio alguno con respecto a los espectros.

0.8 +
06 + )/ \
< \\ // \

04 + A4 \ - - DCF

0.2 + \

0 % % ===
220 260 300 340
Alnm

Figura 6.16. Espectro de absorcion de DCF 0.5 mM a pH 7 en fosfatos 0.1 M.

Para el estudio de estabilidad en fosfatos para la especie DCF se muestran los espectros
obtenidos a diferentes tiempos durante 30 minutos en la figura 6.17 y nuevamente se
observa que los espectros se encuentran superpuestos, asi como en el inserto de la figura
se muestra que el porcentaje de absorbancia se mantiene en 100%.Se puede concluir

que la especie DCF es estable a pH 7 y en los medios estudiados.

100 oo o0O0OO OGO OO

30

0 { T 1
220 260 300 340
A/ nm

Figura 6.17. Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 7 en
fosfatos 0.1M.
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Para evaluar desde otro enfoque el comportamiento de la especie DCF se obtienen VC

de la especie en NaCl 0.1 M a diferentes tiempos durante media hora. En la figura 6.18 se

muestra el VC (linea punteada) de la especie en estudio el cual presenta un pico de

oxidacion irreversible en 0.70 V y dos picos de reduccion como producto de su oxidaciéon

en 0.24 y 0.02 V respectivamente. Se muestra el VC del blanco del medio (linea continua)

el cual no muestra ningun proceso en la ventana de potencial de trabajo.

En el inserto de la figura 6.18 se muestra el porcentaje de intensidad de corriente al

“tiempo cero” la tendencia del grafico se mantienen en 100%. Comprobando por otra

técnica la estabilidad de la especie DCF.

6 T 188 ©00,00000,
1 60
(@]
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i 0 +——+—+—+++++++
< 0 5 1015 20 25 30 -
22+ t/min.
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-2 : | P P | |

Figura 6.18. VC de la especie DCF en NaCl 0.1 M pH 7, EPC vs Ag/AgCla 0.1 V s™.
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6.1.3 CTAB

Con el fin de mejorar la biodisponibilidad de los farmacos, las industrias farmacéuticas
han ocupado diversos sistemas denominados agregados moleculares que proporcionan al
farmaco estabilidad evitando asi su descomposicion, también brindan liberaciéon
prolongada lo que ayuda a mejorar su eficacia, de igual manera se ocupan en
suspensiones o emulsiones para brindar solubilidad al farmaco asi como en solubilizantes
para el uso de inyectables [1, 20,21].

Por lo anterior se propone utilizar Bromuro de Cetiltrimetil amonio (CTAB) por sus siglas
en inglés; un surfactante catidnico con cadena hidrocarbonada de 16 carbonos y un grupo
amino cargado positivamente. Partiendo de la hipétesis que pudiera interactuar con el

DCF electrostaticamente o que pueda incluirlo en la micela.

6.1.3.1pH 1

Tratando de mejorar la estabilidad de la especie DCFH se utiliza CTAB 0.6 mM [26]

concentracion a la que esta reportado se encuentran ya las micelas en solucion.

100 O o 0o o o0 o o0 o
80
1 T o 60
. <40
0.8 T 20
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Figura 6.19 Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 1.5 en HCI
0.1M en presencia de CTAB 0.6mM.
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En la figura 6.19 se muestran los espectros de absorcién obtenidos a diferentes tiempos
durante 30 minutos para la especie protonada y puede observarse un solo espectro a
diferencia de cuando no se encuentra presente el surfactante; ver figura 6.3.La especie se
mantiene estable ya que la absorbancia no cambia, en el inserto de la figura se observa
que se mantiene el 100% de la muestra, por lo tanto se concluye que la especie se
mantiene estable en presencia de CTAB, el surfactante forma micelas las cuales pueden

incluir el farmaco y de esta manera lo protege y se mantiene estable.

Es importante mencionar que el espectro de absorcion de la especie en presencia de
CTAB sufre un efecto batocromico e hipercromico con respecto al espectro de la especie
sola. En la figura 6.20 se aprecia claramente el cambio del espectro por la presencia de
CTAB. Cabe mencionar que el CTAB no presenta sefial dentro del intervalo de longitudes

de onda estudiados.

1 +

——DCFH
0.8 + — — DCFH-CTAB

0.6

<
0.4

0.2

240 260 280 300 320
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Figura 6.20. Espectros de absorcién de la especie DCFH en presencia y ausencia de
CTAB 0.6 mM en HCI 0.1M pH 1.5.

El maximo de absorbancia de la especie en presencia de CTAB (linea punteada) se
encuentra en 278 nm mientras que para la especie DCFH sola es de 273 nm presenta un

corrimiento batocrémico de 5 nm y un corrimiento hipercromico de 0.23 de absorbancia.
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Este tipo de efectos sugiere una interaccion del farmaco con la micela del surfactante, ya
que cambia el espectro de la especie DCFH indicando que la molécula ha sufrido

cambios.

6.1.3.2pH 7

El procedimiento también se lleva a cabo para la especie DCF , en la figura 6.21 se
presentan los espectros de absorcion para los diferentes tiempos, se encuentra
superpuestos debido a que la absorbancia no cambia en el tiempo, en el inserto de la

figura se muestra el que el porcentaje de absorbancia se mantiene en 100%.

La especie DCF es estable en ausencia y presencia de CTAB, sin embargo en presencia

de CTAB el espectro de absorcién cambia.

100 ¢ 000000000000000

08 + 30

0.6 +

04 +

220 260 300 340
A/ nm

Figura 6.21. Espectros de absorcion de DCF 0.5 mM a diferentes tiempos a pH 7 en HCI
0.1M en presencia de CTAB 0.6mM.

En la figura 6.22 se observan los espectros para la especie DCF en ausencia (linea
continua) y presencia de CTAB (linea punteada), donde puede apreciarse el efecto

batocromico e hipercrémico del espectro por la presencia de CTAB en solucion.
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Figura 6.22. Espectros de absorcién de la especie DCF en presencia y ausencia de
CTAB 0.6 mM en NaCl 0.1M pH 7.

El méximo de absorcion de la especie DCF en presencia de CTAB es 285 nm, se recorre
10 nm y aumenta 0.15 en absorbancia. Nuevamente se evidencia la interaccion entre el

farmaco y las micelas del CTAB.

Se evalla la estabilidad para ambas especies del farmaco con ayuda de la técnica

Voltamperometria Ciclica.
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Figura 6.23. VC (linea continua) del blanco del medio y VC (linea punteada) del perfil de
CTAB 0.6 mM en cloruros 0.1 MpH 7 a 0.1V s™

En la figura 6.23 se muestra el perfil del CTAB el cual no presenta ningun proceso en la

ventana de potencial estudiada. La reduccion que se observa es debido a la interaccion

del CTAB con el grafito del electrodo.

En la figura 6.24 se muestra el primer y tltimo VC de la especie DCFH en presencia de
CTAB, se aprecian superpuestos, en el inserto de la figura se observa que el porcentaje
de corriente de pico anddico que se mantiene se encuentra en 100%, confirmando asi la

estabilidad de la especie midiendo otra propiedad del sistema por la presencia de CTAB.
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Figura 6.24 .VC de la especie DCFH en presencia de CTAB 0.6 mM en HCI 0.1 M, EPC
vs Ag/AgCla 0.1V s™

El pico anddico para la especie DCFH en presencia de CTAB se movié a 0.94 V y ahora
sOlo se aprecia un pico de reduccion 0.68 V. La intensidad de corriente del pico anddico
aumenta considerablemente, casi el triple de la corriente para cuando el CTAB esta
ausente. Este comportamiento puede atribuirse a que la especie DCFH puede incluirse

dentro de la hemimicela formada en el electrodo.

Se evalla la estabilidad de la especie DCF en presencia de CTAB, comprobando en la
figura 6.25, que la especie sigue permaneciendo estable, el pico de oxidacién se recorre
hacia potenciales positivos quedando el potencial de oxidacién en 0.83 V y se define mas

la intensidad de corriente la cual se triplica.
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Figura 6.25 .VC de la especie DCF en presencia de CTAB 0.6 mM en NaCl 0.1 M, EPC
vs Ag/AgCla 0.1V s™

En la figura 6.26 se presentan los VC's comparando la especie neutra y aniénica de la

molécula de DCF en presencia y ausencia de CTAB.

45 +

@)
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Figura 6.26. Comparacion de VC's a 0.1Vs™ sobre un EPC vs AgCI/Cl de: (a) DCF 1 mM,
pH 1y CTAB 0.6 mM (linea continua), ausencia CTAB (linea punteada) en HCI 0.1 M. (b)
DCF 1 mM, pH 7y CTAB 0.6 mM (linea continua), ausencia CTAB (linea punteada) en
NaCl 0.1 M.

En la figura 6.26 (a) se muestra que el pico anddico de la especie neutra a pH 1 en
presencia de CTAB se presenta en 0.937V y un pico catédico en 0.677 V asociado al pico
anddico de la molécula del DCF, ya que el pico catddico presente en 0.873V esta
asociado al blanco del CTAB. Al no tener presente los dos picos catddicos de la molécula
neutra de DCF en presencia de CTAB es posible asumir una interaccién micelar del CTAB

con la molécula de DCF, la cual puede estar protegiendo de degradacion.

Es posible apreciar en la figura 6.26 (b) una mejoria del perfil debido a la interaccion del
CTAB con la especie DCF a pH 7, debido a que el pico anddico en presencia de CTAB se
presenta 0.816V con 5 YA mas en la intensidad de corriente. Al igual que a pH 1, se
presenta el pico catédico asociado al blanco de CTAB y un pico catédico en 0.511V

asociado al pico anddico de la molécula a pH 7.

Se ha demostrado la inestabilidad de DCF a pH acidos y contrariamente la estabilidad del
mismo para pH basicos. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente dentro de la
literatura existe escasa informacion con respecto a las propiedades de DCF

principalmente con respecto a la inestabilidad detectada en el presente trabajo.
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Por tal motivo es relevante realizar la determinacion de la constante de acidez de DCF

haciendo evidente su inestabilidad.

6.1.4 Constante de acidez

Una de las caracterizaciones fisicoquimicas de mayor importancia es el calculo de las
constantes de acidez ya que éstas pueden ser un pardmetro para el entendimiento del
fendmeno de cuantificacion quimica, la velocidad de reaccién, la formacion de las sales, la
formacion de complejos y el transporte idnico, asi las propiedades acido base influyen en
la toxicidad, y las propiedades farmacéuticas de los compuestos organicos, la actividad
biologica o el transporte idnico, este parametro ayuda a entender la adsorcion, distribucion

y transporte de un medicamento[36].

La estimacion de las constantes de acidez se realiz6 de manera puntual [83]; primero
ajustando el pH del blanco para poder preparar la solucion de DCF 0.1mM. Para cada
punto se tomo la lectura de pH registrando el espectro de absorcion. Procurando siempre
obtener el espectro de absorcion en menos de un minuto después de que se preparara la
solucion de DCF. La informacion obtenida se alimenté al programa computacional

SQUAD [37], para el célculo de las constantes espectrofotométricas.

6.1.4.1 Cloruros

La historia de absorbancias registradas para la solucion de DCF 0.1 mM en HCI 0.1 M que
es llevada a pH béasico adicionando NaOH y después se regresa al pH de inicio
agregando HCI registrando el espectro de absorcion en cada adicion que se muestra en la
figura 6.27. Se observa que los caminos de &cido a bésico (ida) y de basico a acido
(regreso) no coinciden; sin embargo para valores de pH mayores a 6 la absorbancia
permanece constante y muy parecida en ambos casos, caso contrario a valores de pH
acido donde la absorbancia registrada al inicio del experimento es de 0.8 mientras que al

retornar es de 0.3.

Se exhibe la degradacién de la especie neutra de DCF en pH acido; la absorbancia no es

la misma por el tiempo transcurrido durante el experimento.
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Figura 6.27. Historial de Absorbancias de DCF 0.1mM a 273 nm en cloruros 0.1M
comenzando con especie protonada de DCF a diferentes valores de pH.

Cuando se comienza el experimento con la especie neutra a valores de pH basicos (ver
figura 6.28) la absorbancia permanece constante sin embargo al regreso no se obtiene el
mismo valor; se justifica el comportamiento debido a que durante el camino recorrido la
solucion es llevada a valores de pH &cido donde se ha evidenciado la especie es

inestable y por la duracion del experimento la molécula sufre cambios irreversibles.

Debido al comportamiento evidenciado de DCF es indispensable el desarrollo de un

método para la determinacion de la constante que sea confiable.

Se realiza la determinacion de la constante de manera puntual, es decir para cada registro
de un espectro de absorcion se prepara una nueva solucion, leyendo la muestra
inmediatamente después de que se prepara la solucién. Los resultados se presentan en la
figura 6.29 donde se muestra la tendencia de las absorbancias a 273 nm de una solucion
de DCF 0.1 mM en cloruros 0.1M a diferentes valores de pH. El comportamiento de DCF
analizado en la figura se considera confiable; debido a la manera en que se lleva a cabo
el experimento; la absorbancia registrada no tiene historia y al ser obtenida en el menor
tiempo posible muestra la absorbancia de la especie antes de ser descompuesta. De la

figura 6.29 es evidente un cambio alrededor de pH 4, muy similar al de la literatura.
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Figura 6.28. Historial de Absorbancias de DCF 0.1mM a 273 nm en cloruros 0.1M
comenzando con especie anionica de DCF a diferentes valores de pH.
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Figura 6.29. Absorbancias a 273 nm para DCF 0.1 mM en cloruros 0.1M a diferentes
valores de pH.
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Alimentando el programa computacional SQUAD se obtiene la constante de acidez para

DCF en cloruros el cual se muestra en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1 Constante de acidez obtenida a partir del programa SQUAD para 19
espectros de absorcion y un intervalo de longitud de onda 220nm a 350nm.

Equilibrio pKa o

DCFH < DCF + H+ 4.055 + 0.008

* 2,470 datos obtenidos U= 1.64x10™"

Una vez refinada las constante de acidez de DCF y con los coeficientes de absortividad
obtenidos, se construyen los espectros teoéricos los cuales ajustan con los obtenidos

experimentalmente como se muestra en la figura 6.30.

1.0
pH
0.8 —1.14
—3381
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B 02 o 7
<
0.0

Figura 6.30. Espectros UV-Vis de DCF 0.1 mM en cloruros ajustados a partir de los datos
calculados (linea) y comparados con los experimentales (marcador).
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6.1.4.2 Percloratos

En la figura 6.31 se muestra el historial de diferentes registros de absorcion para una
solucion de DCF 0.1 mM en HCIO, 0.1 M que fue llevada a través de diferentes adiciones
de NaOH a pH basico (10.5) y la misma solucién se lleva de regreso a pH &cido
agregando HCIO, 0.1 M, obteniendo el espectro de absorcidbn en cada adicion. Es
evidente que no es el mismo camino recorrido; para valores de pH bésico la absorbancia
a pesar del camino recorrido es la misma lo que no se puede decir para valores de pH
acido en donde al comenzar el experimento se registran absorbancias de 0.7 pero

después de ir y regresar la absorbancia disminuye hasta 0.1.

El fendmeno pasado se ha demostrado anteriormente en el estudio de estabilidad para
especie neutra de DCF. Sin embargo, partiendo de que la especie anionica es estable se

realiza un experimento analogo pero esta vez comenzado el recorrido a pH basico.

1 —_
0.8 +
™ ®® 00 00 P 00
‘F 'o .... ° ¢
2: 0.6 + “ .’ .o
°
04 + 3‘. ¢ ® 4cido-base
o “ cee “ ® base-acido
02 + ,°°
0 I I . I I

Figura 6.31. Historial de Absorbancias de DCF 0.1mM a 273 nm en percloratos 0.1 M
comenzando con especie protonada de DCF a diferentes valores de pH.
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El resultado se presenta en la figura 6.32 donde se muestra el historial de absorbancias
registradas a 273 nm de una solucion de DCF 0.1 mM en percloratos 0.1 M que es llevada
a pH acido y después regresando al pH béasico de inicio. Se aprecia nuevamente la
diferencia en los camino recorridos, una vez que la solucién ha pasado por valores de pH
acido no recupera el valor de la absorbancia inicial a pH basico de donde se sabe es
estable, y aunque para los dos caminos las absorbancias después de pH 7 son estables
no son las mismas nunca. De lo anterior se exhibe que la molécula de DCF sufre un

cambio a pH &cido irreversible.
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Figura 6.32. Historial de Absorbancias de DCF 0.1mM a 273 nm en percloratos 0.1M
comenzando con especie anionica de DCF a diferentes valores de pH.

De la misma manera que el procedimiento descrito anteriormente se lleva a cabo la
determinacion de la constante de acidez de DCF en percloratos 0.1M de manera puntual;
las absorbancias a 273nm se muestran en la figura 6.33. Se aprecia un cambio evidente

alrededor de pH 4.
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Figura 6.33. Absorbancias a 273 nm para DCF 0.1 mM en percloratos 0.1M a diferentes
valores de pH. Cada marcador representa una nueva solucién preparada.

El calculo de la constante de acidez para DCF se obtuvo mediante el programa
computacional SQUAD. Este programa se alimentd con 15 espectros de absorcion
experimentales en un intervalo de longitud de onda 220nm a 340nm, los valores de pH
obtenidos para cada espectro de absorcion y la concentracion de DCF, ademas de una
propuesta del modelo quimico. A partir de SQUAD se obtienen los valores de la constante

de acidez para el equilibrio asociado presentado en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2 Constante de acidez obtenida a partir del programa SQUAD para 15 espectros
de absorcion y un intervalo de longitud de onda 220nm a 350nm.

Equilibrio pKa + o

DCFH < DCF + H+ 3.947 £ 0.008

* 1935 datos usados U= 9.55x107
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Una vez refinada las constante de acidez de DCF y con los coeficientes de absortividad
obtenidos, se construyen los espectros teoricos los cuales ajustan con los obtenidos

experimentalmente como se muestra en la figura 6.30.
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Figura 6.34. Espectros UV-Vis de DCF 0.1 mM en percloratos ajustados a partir de los
datos calculados (linea) y comparados con los experimentales (marcador).

Siendo congruentes con el estudio se realiza el mismo procedimiento anteriormente

descrito en otros medios: cloruros y fosfatos.

6.1.4.3 Fosfatos

Por dltimo y para continuar con el estudio se monitored la absorbancia de una solucion de
DCF 0.1 mM en Fosfatos 0.1M comenzando a valores de pH &cido llevando la solucion a
pH bésico y regresando al valor de pH inicial. Nuevamente el comportamiento en la
historia de las absorbancias a 273 nm se repite (figura 6.35) demostrando que a pesar del

medio la especie DCFH sufre una degradacion irreversible.
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Figura 6.35. Historial de Absorbancias de DCF 0.1mM a 273 nm en fosfatos 0.1M
comenzando con especie protonada de DCF a diferentes valores de pH.

Asi mismo para el experimento donde se evalla la absorbancia comenzando a pH bésico;
ver figura 6.36; se exhibe el mismo comportamiento mostrado anteriormente para los
otros medios; la absorbancia del valor de pH bésico inicial nunca se recupera después de

llevar la solucion por pH acido; confirmando de nuevo la degradacién de la especie DCFH.
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Figura 6.36. Historial de Absorbancias de DCF 0.1mM a 273 nm en fosfatos 0.1M
comenzando con especie anionica de DCF a diferentes valores de pH.

49



AT\

Casa abwerta al tiempo p {ﬂ i
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 75444

09 +
08 o

A A=273

06 +

0.5 I I

Interdisciplina en evolucién

AREA DE QUIMICA ANALITICA

0273

Figura 6.37. Absorbancias a 273 nm para DCF 0.1 mM en fosfatos 0.1M a diferentes

valores de pH.

Se lleva a cabo la determinacion de la constante de acidez en fosfatos de manera

puntual; las absorbancias obtenidas a 273 nm para cada registro se muestran en la figura

6.37. Se aprecia el cambio en la tendencia de los puntos alrededor de pH 4.

El calculo de la constante de acidez para DCF se obtuvo mediante el programa

computacional SQUAD. Este programa se alimentd con 17 espectros de absorcion

experimentales en un intervalo de longitud de onda 220nm a 340nm, los valores de pH

obtenidos para cada espectro de absorcion y la concentracién de DCF, ademas de una

propuesta del modelo quimico. A partir de SQUAD se obtienen los valores de la constante

de acidez para el equilibrio asociado presentado en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3 Constante de acidez obtenida a partir del programa SQUAD para 17 espectros
de absorcion y un intervalo de longitud de onda 220nm a 350nm.

Equilibrio

pKa * o

DCFH — DCF + H+

3.933 £ 0.007

* 2,210 datos obtenidos U= 8.79x107
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Figura 6.38. Espectros UV-Vis de DCF 0.1 mM en fosfatos 0.1 M ajustados a partir de los datos
calculados (linea) y comparados con los experimentales (marcador).

6.1.5 Mecanismo de degradacion

Debido a la evidencia de la inestabilidad de la especie DCFH y la degradacion irreversible
de la misma mostrados anteriormente se propone una serie de rutas que podrian estar
implicadas en la descomposicion de la molécula. Esto se investigé para la molécula de
DCF neutra y también protonada, esta Ultima considerando su existencia como hace

mencién Arancibia[18].

De los experimentos mostrados con anterioridad, ver figura 6.31, se observa que la
molécula independientemente de su degradacion conserva la parte del acido carboxilico,
esto se sabe porque durante el historial de absorbancias en funcion del pH es visible la
curva sigmoidal alrededor de pH 4 y 6 aun cuando ya se ha descompuesto, estos valores
de pKa son correspondientes a los grupos carboxilicos. La gréfica de absorbancia en
funcion de pH proporciona informacién sobre el valor de pKa del analito de acuerdo a la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch (). Cuando la concentracion del acido y base son

iguales; el pH = pKa.

[
pH =pKa+ Eaglgm
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Si la molécula conserva la parte del acido carboxilico entonces se sugiere la ruptura
homolitica o heterolitica a través del enlace Carbono-Nitrdgeno para proponer la reaccion
de descomposicion, ya que tiene un costo energético menor en comparacién con el

enlace Carbono-Carbono.

En el esquema | se presentan las reacciones propuestas partiendo de la especie neutra,
en donde se muestra que el rompimiento puede ser por la ruta 1 (R1) o ruta 2 (R2). En
ambos esquemas se presentan las energias libres de Gibbs de la reaccion a 298 K,
asociados con cada ruta propuesta en los esquemas. Los valores para el esquema |
muestra que el ultimo camino de R2 es exergdnico por lo que se espera se produzca

espontaneamente y sea la ruta mas probable para DCF neutro.

Cl
ci fir m
4r  76.5 kcal/mol
Cl
/_Rl — +
cl cl fip 144.7 kcal/mol
R1 cl
> - o0
‘NH H
c | R2 e 76.9 kcal/mol
OH—
Cl
— ' m
NH 71.5 kcal/mol
DCF ' for
Cl
_R2 —— + O\/{;:O 72.3 kcal/mol
NH H £7
Cl f2a3
e s
-1.5 kcal/mol
NH,
o f3 f8

Esquema I. Rutas de descomposicion de DCF propuestas partiendo de molécula neutra.

Para el esquema Il se presentan diversas vias de fragmentacion partiendo de la molécula
protonada. La Ultima via, es la Unica que presenta un valor negativo de AG. Por lo tanto
se asume que sea la via de descompaosicién méas probable para el DCF protonado.
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Cl
c fir m 56.1 kcal/mol
Cl
— Rl |—— *
o Jd fp f11 93.0 kcal/mol
R1
cl 5
WHZ R2 %:[ + m
| H 40.5 kcal/mol
C o oH c f1 f12

cl ) oH
| R m 62.5 kcal/mol
-NHZ
c

DCFp for f6
Cl
- R2| + C@:O
NH, g & 31.4 kcal/mol
C f9
Cl
— : CQ:O -5.0 kcal/mol
NiH,
c f10 f8

Esquema Il. Rutas de descomposicion de DCF propuestas partiendo de molécula

protonada.

Para ambos esquemas las vias favorecidas se corresponden a la ruta 2 y entre ellas la
mas favorecida es cuando se parte de la especie protonada. De lo anterior se puede
concluir que la especie protonada se encuentra presente a pH acido sin embargo no es

estable y como se muestra en el esquema Il se rompe.

Para poder comprobar si los fragmentos de la ruptura de la molécula son los adecuados,
se obtienen los espectros de absorcién tedricos para la molécula neutra de DCF y para
los fragmentos de la reaccién viable (ver figura 1.39). La altura del espectro de la especie
DCFH es mayor que la del espectro del fragmento f3, este comportamiento se presenta al
evaluar la estabilidad de la especie experimentalmente; en donde el méaximo de
absorbancia no cambia sin embargo al pasar el tiempo disminuye y nunca se recupera.
De esa manera se muestra que el fenOmeno observado experimentalmente esta

soportado por la ruta propuesta.
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Cl

300

Figura 6.39. Espectros de absorcion para la especie neutra (DCFH) y de sus productos de

degradacion (f8 y f3).

Andlogamente se obtienen los espectros de la especie protonada de DCF y la de sus
fragmentos de descomposicidn (ver figura 1.40). Experimentalmente no es posible ver el
espectro de la especie protonada de DCF; sin embargo al comparar el espectro tedrico
con sus respectivos fragmentos de descomposicion se aprecia el parecido entre ellos,

demostrandose que la especie protonada genera la descomposicion de la molécula.
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300

Figura 6.40. Espectros de absorcion para la especie neutra (DCFH) y de sus productos

de degradacion (f8 y f3).

La especie protonada genera la descomposicion de DCF a pH acido; sin embargo al ser
inestable es imposible determinar experimentalmente el valor de pKa como sugiere
Arancibia [18]; sin embargo con ayuda de la teoria es posible estimar el valor de pKa de la
especie el cual da un valor de pKa= -1.88 (referencia privada). Para ello se utilizé la
metodologia de pardmetros ajustables. En esta metodologia un conjunto de moléculas
(para las que se conocen sus pKa experimentales) se usa para obtener por correlacion
lineal los parametros m y C,. Luego estos dos parametros se usan para calcular el pKa

deseado, segun:
pKaca'C =m AGBA + Co

donde AGg, representa la diferencia en energia libre de Gibbs entre el acido A y su base

conjugada B.
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6.2 Mecanismo de Oxidacion de DCF

La literatura reporta que el Diclofenaco presenta un pKa de 4.15 [17], por lo que en
funcion del pH dos especies pueden predominar; la especie neutra y anidnica. Sin
embargo en el presente trabajo se ha determinado ya el pKa del analito en las

condiciones de trabajo 3.933 + 0.007 en fosfatos.

A A
(X J
~F | P

1 NE I NH
y ‘ ,ﬂwf,OH \ //l . O
S 0 [ T

w

pH

Figura 6.41. Diagrama de Zona de predominio Lineal de DCF.

La cuantificacion electroquimica de DCF ha sido reportada a pH 7 [9-13], por lo tanto en
este trabajo la caracterizacion se realiza a pH 7 donde predomina la especia anidnica de
DCF (figura 6.41).

6.2.1 Caracterizacién electroquimica de DCF

La oxidacion electroquimica de DCF fue estudiada a través de Voltamperometria Lineal
(VL) [38,39], en buffer de fosfatos a pH 7 (figura 6.42). Se puede observar que el DCF
presenta un pico anodico alrededor de 0.63 V la corriente incrementa linealmente (
sa = (26,25 + 0.46)pAV 0250525 — (0,99 + 0.13)pd)como una funcién de la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido de potencial (figura 6.42); por lo tanto de acuerdo con
la ecuacion de Randles-Sevcik (6.1) [40] la carga transferida en este caso es controlada

por difusion.
L1y
= (2.688 X 10%)n™/25D_2 ;175 (6.1)
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Donde ip, es la corriente del pico anodico (en A), n es el nimero de electrones, S es el

area del electrodo (en cm?®, Dr es el coeficiente de difusion (en cm?®s™), Ck es la

concentracién del analito (en mol cm™®) y v velocidad de barrido de potencial (en V *?s%/?).

10
8 , viVsl
10 '§_6 ‘.....
9 1= ‘21 ..o'. —20
84 0 +—+—+—+—+—+++ 30
7 - 0 0.2 0.4
6 - v 12 |\/ 12g-1/2 50
%:_ 5 - —60
= 4 - —70
3 -
—80
2
1 - —90
0 + . T T T 1 —100
0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 150

E/V

Figura 6.42. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC/ DCF 142 uM, (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7) al variar el potencial del electrodo en direcciéon anddica, iniciando a 0.3 V) a
diferentes velocidades de barrido del potencial indicadas en la figura. El inserto muestra la
variacion de la corriente de pico anddica (ips) en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido del potencial (v). La linea punteada es la regresion lineal de los datos experimentales
(puntos).

6.2.2 Estimacion del nimero de electrones

Con el fin de determinar el nidmero de electrones que participan en la reaccién
electroquimica en medio acuoso se ha utilizado la técnica de cronoamperometria (CA)
[41]. En la Figura 6.43 se presenta una familia de transitorios potenciostaticos de corriente
y en su inserto se muestra como ejemplo que el gréafico de i =f (t°°) para el transitorio
obtenido a 0.67 V cumple con lo predicho por la ecuacion de Cottrell (6.2) [40]
corroborando que el proceso de oxidacion electroquimica del DCF esta limitada por la
difusion.
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= nFSD;’Iz C 05t~ 08 (6.2)

Donde F es la constante de Faraday.

014 0.016 +
0.014 +
012 0012 +
0.010 +
- N
0.10 E 0.008 + EV
™ 0006 + o —0.56 —0.55 — 057

— 0538 —0.5% —05

—06] —— 062 — 0563
064 ——0.65 ——0.66

— 067 ——0.68 0.5%

0.08

i/fmA

0.06 b 07 —071 —0.72
13 15 073 —0.74 —0.75

076 —0.77 —0.78

0.04 079 ——0.8 081
082 —— 083 — 084

0.02 0.35

0.00

Figura 6.43. Familia de transitorios potenciostaticos de corriente obtenidos en el sistema EPC/

DCF 64 uM, (buffer de fosfatos 0.1M, pH 7) al aplicar diferentes saltos de potencial desde 0.3V

hasta los diferentes potenciales mostrados en la figura. En el inserto de la figura se presenta el
grafico de la i = f (t °°) para el transitorio obtenido a 0.67 V.

A partir de la familia de los transitorios potenciostaticos de corriente de la Figura 6.43 es
posible construir curvas de i = f (E), para diferentes tiempos muestreados (Ver Figura
6.44(a)). A partir de estos gréaficos y utilizando la ecuacién de Heyrovsky-llkovic. (ecuacion
6.3) [42,43] se obtuvieron las curvas E = f (log (i-i/i)) para diferentes tiempos de muestreo,
ver Figura 6.44 b y Tabla 6.4. Es importante tener en cuenta que todas las graficas de la
Figura 6.44 (a) representan los rasgos caracteristicos de una onda reversible de un
electrén en voltamperometria, donde la onda se eleva desde la linea de base hasta el
limite de difusibn controlada en una regibn de potencial bastante estrecho

(aproximadamente 200 mV), ver por ejemplo la figura 5.4.1 en [40]. En la Figura 6.44b se
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muestra como ejemplo que la ecuacion 6.3 puede describir adecuadamente los datos
experimentales obtenidos para un tiempo de muestreo de 0.095 s (siendo la curva de
ajuste: E = (0.658 + 0.003)V-(0.056 + 0.006) V log(i-i/i)). A partir del valor de la pendiente
de esta linea es posible determinar el nimero de electrones que participan en la reaccién
electroquimica. En la Tabla 6.4 se muestra los valores de n para cada valor de tiempo de
muestreo considerado y el valor del potencial de media onda (0.66 V). El nimero de
electrones transferidos durante la oxidacion de DCF es practicamente 1 en todos los
casos. Este valor contrasta con el valor de n = 2 reportado por Goyal et al [9] a partir de la
variacion de potencial en funcion del pH (en el intervalo de 2 a 11) utilizando un electrodo
“borde plano de grafito pirolitico”. M&s aun basados en esto Goyal et al [9] proponen un
mecanismo (que también reportan Goodarzian et al [13]) donde el proceso de oxidacion
de del DCF comienza con la molécula completamente protonada. Sin embargo a pH 7 la
especie predominante del DCF seria la especie desprotonada (ver Figura 6.41) por lo que
el mecanismo descrito es incorrecto asi como la forma de determinar el nidmero de
electrones utilizando la variacion del potencial en funcion del pH dado que en el intervalo
seleccionado por Goyal et al [9] se estaria cambiando de especie predominante (pKa =
4.15). De acuerdo a la especie predominante del DCF a pH 7 en disolucion acuosa y al
namero de electrones que hemos encontrado en base a técnica electroquimicas el

mecanismo correspondiente seria el descrito en la Figura 6.45.

RT i, —i
E=E,, _FIOQ(II i I) (6.3)

Donde E es el potencial del electrodo (en V), Ei, es el potencial de onda media (en V), i
es la corriente limite, i la corriente medida a cada potencial, R la constantes de los gases

y T la temperatura.
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Figura 6.44 (a) Curvas i = f (E) obtenidas a partir de la Figura 6.3 utilizando diferentes tiempos de
muestreo indicados en la figura. (b) Curva E = f (log (i-i/i)) para un tiempo de muestreo de 95 ms.
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Tabla 6.4. Estimacion del nUmero de electrones, n, y del potencial de media onda,
E1,, involucrados durante el proceso de oxidacion electroguimica del DCF en
medio acuoso (pH 7) mediante la técnica de voltamperometria de corriente
muestreada (ver Figura 6.44b).

t/ ms 60 80 90 94 95

Pendiente /V  -0.074 -0.068 -0.060 -0.060 -0.056
Eiwp/V 0.664 0.667 0.656 0.660 0.658
n 0.800 0.873 0.991 0.993 1.056

Cl Cl

-l¢” N
NH -H SN
Cl 0} Cl o}

O O

Figura 6.45. Etapa inicial del mecanismo de la oxidacién electroquimica del diclofenaco en

disolucion acuosa a pH 7 utilizando un electrodo de pasta de carbono.

La Figura 6.46a muestra una familia de voltamperogramas ciclicos obtenidos durante el
proceso de oxidacion-reduccion del DCF. Se muestra la presencia de un pico de
oxidaciéon durante el barrido directo y uno de reduccion durante el inverso. En el caso del
pico de reduccion (ver Figura 6.46b), el de oxidacion ya fue analizado en el estudio
mediante VL, se puede observar que su corriente varia también linealmente (i, = (-(15.4 +
0.6))uAV2° s%° #° _ (1.14 + 0.21)pA) con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido sin
embargo el valor absoluto del cociente entre la corriente de ambos pico, en funcion de la
velocidad de barrido del potencial, ver inserto en Figura 6.46a, es muy inferior a la unidad
lo que podria ser explicado si el proceso de oxidacion de DCF ocurre via un mecanismo

Electroquimico (E)-Quimico (C).
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Figura 6.46. a) VCs experimentales tipicos obtenidos en el sistema EPC/ DCF 142 pM, (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7) al variar el potencial del electrodo en direccién anddica, iniciando a 0.2 V) a
diferentes velocidades de barrido del potencial indicadas en la figura. El inserto muestra la
variacion del cociente entre la corrientes de pico catodica (ipc) y anodica (ipa) €n funcion de la
velocidad de barrido del potencial (v). b) variacion de la corriente de pico catodica (ipc) en funcion
de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido del potencial (v). La linea punteada es la regresion

lineal de los datos experimentales (puntos).
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Considerando la informacion obtenida por voltamperometria ciclica, en la Figura 6.47 se
propone el mecanismo EC involucrado en el proceso de oxidacion electroquimica de DCF
via la transferencia de un electrén. La reaccién E seria la descrita en la Figura 6.47 y la C
se deberia a que después de que la molécula DFC pierde un electrén y un proton, el
nitrégeno queda en resonancia entre la formacién de un doble enlace y la formacién de un
radical el cual puede reaccionar con el medio produciendo el rompimiento irreversible del
DCF en dos productos: (a) 2,6 dicloroanilina y (b) 2- (2 hidroxi prop-2-enil) fenol, ver
Figura 6.47.

( j e ( T“
T - EJ -

"-.

a) E\_ o b)
) e
\\\ )jf} NH, + —
\_<C1 Q\‘Q_ﬂ’:'{;f

Figura 6.47. Propuesta de mecanismo EC involucrado durante la oxidacion electroquimica del
diclofenaco en disolucién acuosa a pH 7 utilizando un electrodo de pasta de carbono simple.

Con el fin de corroborar la oxidacion electroquimica descrita en la figura 6.47, es

necesario llevar a cabo un estudio espectro-electroquimico [44,45], registrando
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simultdneamente los espectros de absorcion de la solucién de DCF después de diferentes
periodos de macroelectrélisis (a 640 mV). Proceso durante el cual se obtuvieron después
de cierto periodo respectivamente LVs, (ver Figura 6.48a) y los espectros de absorcion
UV-vis (ver Figura 6.48b). Se puede observar que la corriente del pico de oxidacién de
DCEF (ver inserto figura 6.48a) y la absorcion de la longitud de onda a 270 nm (ver inserto
en figura 6.48b) disminuyen conforme incrementa en tiempo de electrélisis. Ademas se
puede observar claramente la formacion de un pico de absorcién a 450 nm el cual estaba
ausente a inicio del experimento y que incrementa conforme aumenta el tiempo de la
electrolisis. También es relevante mencionar que antes de la electrélisis de DCF la
solucion era transparente y gradualmente se convirti6 en amarillo aumentando la
intensidad conforme el tiempo de electrolisis. Este segundo pico de absorcion generado
después de la oxidacién electroquimica DCF es congruente con la correspondiente a las
anilinas sustituidas como la o- nitro anilina [46] o como la 2,6 dicloroanilina. Esta evidencia
experimental soporta el mecanismo propuesto en la Figura 6.47. Es importante
mencionar que Vogna et al. [47] ha llevado a cabo la oxidacion de DCF por medio de
ozono y tratamientos UV/H,O, identificando a través del andlisis de GC-MS
(Cromatografia de gas —espectrometria de masas, por sus siglas en inglés) la formacién
de 2,6 dicloroanilina y 2(2-hidroxi prop-2-enil) fenol, ver ruta C en esquema 1 de la

referencia [47].

De la pendiente de la variacion de iy vs. V3 | ver figura 6.48b, y el valor del coeficiente de
difusién de DCF estimado en este trabajo (ver abajo) el valor de n fue calculado como

1.02 electrones, lo cual va de acuerdo con el mecanismo propuesto en la Figura 6.47.
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Figura 6.48. Familia de a) VLs, a una velocidad de potencial de 100 mV s™ en el sistema malla de
Pt/ DCF 209 uM, (PBS 0.1 M, pH 7) después de diferentes tiempos de oxidaciéon a 640mV.La
dependencia de los picos de corriente de los voltamperogramas y la absorbancia a 270 y 450 nm
de los espectros UV-vis con el tiempo de oxidacion son también representados en los insertos de
las figuras a y b respectivamente.

66



AT\

Casa aberta al tiempo

(ap%
UNVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 574"

Interdisciplina en evolucién

AREA DE QUIMICA ANALITICA

6.2.3 Oxidacion electroquimica de DCF bajo condiciones forzadas.

La figura 6.49 muestra el efecto de la velocidad de rotacion del electrodo en una familia de

VLs obtenidos durante la oxidacién electroquimica de DCF. Se puede ver que las

corrientes limitantes (i), formadas en cada valor de la velocidad angular varian
linealmente (i, =(0.099+0.003) A rpm °° w®°+ (1.17+0.06) pA) con la raiz cuadrada de la

velocidad de rotacion, véase inserto en la Fig.6.49, de acuerdo con la ecuacién de Levich

(6.4) [40]. Dado que los VLs no representan la forma tipica en S se ha repetido el

experimento, pero utilizando una velocidad de barrido de potencial menor, esto es 10 mV

/s y menor concentracion de DCF, ver figura 6.50. El VL en la Figura 6.50a representa la

forma S y la correspondiente gréfica i. vs. w’®, véase figura 6.50b, es lineal con la

siguiente ecuacion: iL (uA)=(3.57+0.23)E-08 (uA/(rpm)°°)w®® + (3.05+0.30)E-07(HA) y

R?=0.9737.
4
3 | ;:/ k‘,—'
/—’ Ipm
i _ 80
- / 4 — 140
d2 4 160
= 3 1 P = ol —200
- 5 ] e 260
< ) 340
1+ =1 400
1 o |} -ttt
0 5 10 15
0 . . . L @ lepmes .
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
E/N

Figura 6.49. VLS experimentales tipicos obtenidos en el sistema EPC /DCF 142 uM, (PBS 0.1M,
pH 7) se inicia el barrido de potencial a 0.3 V a una velocidad de 20 mV s™ aplicando diferentes
velocidades de rotacién del electrodo, indicados en la figura. En el inserto se muestra la variacion
de la corriente limite anddica (i.) como una funcién de la raiz cuadrada de la velocidad de rotacion
del electrodo (w). La linea corresponde a la regresion lineal y los marcadores a los datos

experimentales.
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i, = D.EnFSD:_’IE Cav w2 (6.4)

Donde v es la viscosidad kinematica (en este caso 0.01 cm®s™) y w la velocidad de

rotacion angular (en rpm).

120 + @)
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09 + =
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0s 4+
04 L LG = (35740 2DE-08 (uALpm)PHe0 S+ (30540 30)E-0T(d)
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Figura 6.50. a) LVs experimentales tipicos obtenidos en el sistema EPC/ DCF 31.1uM, (PBS 0.1
M, pH 7) la velocidad de barrido de potencia comienza en 0.3V a 10 mV st y aplicando diferentes
velocidades de rotacion del electrodo, indicado en la figura. b) Variacion de la corriente limite
anddica como una funcién de la raiz cuadrada de la velocidad de rotacion del electrodo. La linea
corresponde a la regresion lineal y los marcadores a los datos experimentales. De la pendiente de
la ecuacion, y de la ecuacion de Levich (2.4) el valor del coeficiente de difusion de DCF fue
determinado (7.82J_r0.63)x10'6 cm’s™.
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6.2.4 Evaluacion experimental del coeficiente de difusion

Una vez determinado el numero de electrones involucrados durante la oxidacion
electroquimica de DCF y que esta reaccion sigue las ecuaciones (6.1) de Randles-Sevcik,
(6.2) de Cottrell (6.4) y de Levich, el coeficiente de difusion puede estimarse por estas
diferentes metodologias, véase Tabla 6.5. Como se puede apreciar los valores del
coeficiente de difusibn de DCF estimado a través de este trabajo, siguiendo diferentes
técnicas, son bastante cercanos entre ellos. Es importante mencionar que Goodarzain et
al. [13], report6 un valor de 5.9x10-° cm? s™ para el coeficiente de difusién utilizando un
electrodo modificado con liquidos i6nicos y nanotubos de carbono , también, los valores
estimados en este trabajo son claramente contrarios a las reportados de 0.94x10° cm?s™

por Hajijizadeh et al. [12], el cual es practicamente un orden de magnitud mas pequerio.

Tabla 6.5. Comparacion del coeficiente de difusion obtenido para DCF especie
anidnica pH7 obtenida por diferentes técnicas electroquimicas y el reportado.

Cronoamperometria
Acuoso pH 7 7.88+0.04
EPC
Electrodo de disco rotatorio
Acuoso pH 7 8.13+0.33
EPC

VL 8.19+0.28

6.2.5 Estimacion del coeficiente de difusion teoérico

El coeficiente de difusion fue estimado usando la aproximacion de Stokes-Einstein [48,49]:

_ kgl
LG

(2.5)

donde kg es la constante de Boltzman, T es la temperatura (298.15K), n indica la
viscosidad del solvente, en este caso agua ( N1=8.91x10™ Pa s) y a es el radio del soluto.

El valor de a (5.05A) fue estimado utilizando el paquete Gaussian 03 [29]. La geometria
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usada por el calculo fue previamente optimizada con M05-2X/6-322+G(d,p) [30]. Es
importante destacar que el valor de D, tedricamente estimado, 4.85x10° cm?s?, es
bastante similar a aquellos valores estimados experimentalmente en condiciones

hidrodinamicas de conveccion forzada y en estancamiento.
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6.3 Determinacion Analiticade DCFy ACT

En la literatura se encuentra reportado que el ACT presenta un pKa en 9.5 [19] y se ha
determinado el pKa de DCF en 3.933, por lo que dependiendo el pH impuesto pueden
predominar la especie neutra o la especie anidnica. En la figura 6.51a se muestra el
diagrama lineal de zonas de predominio para el DCF, donde se puede observar que para
pH’s menores de 3.933 predomina la especie neutra y a pH's mayores predomina la
especie anidnica, mientras que para el ACT, figura 6.51b, a pH menores de 9.50
predomina la especie protonada y posteriormente la especie anidnica. Este trabajo se
desarrolla a pH 7 por lo que siguiendo los diagramas lineales de zonas de predominio en
funcion de pH de la figura 6.51, en el sistema de trabajo predominara la especie anidnica

del DCF y la especie protonada de ACT.
(a) cl
Cl
S
Cl ©/\’(OH Cl -
DCFH O O DCF

T >

3.933 pH

(b) OH _

Q SN

H,C™ N
ACTH H acr
| S
9.|5o PH
(c) HsC. Br

L 4/CH

/\/\/\/\/\/\/\/ NH\CH

Figura 6.51. Diagrama de Zonas de Predominio Lineal: (a) DCF y (b) ACT construido bajo
la metodologia propuesta por Rojas-Hernandez et al. [32-35]. (c) molécula de

Cetiltrimetilamonio.
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En la figura 6.51c se presenta la molécula de CTAB, como se puede observar es un
surfactante catiénico, por lo que es necesario estudiar la interaccién de DCF y ACT con
CTAB.

6.3.1 Estudio de interaccién de las moléculas de DCF y ACT con CTAB.
En la figura 6.52 se muestran los espectros de adsorcion de ultra violeta-visible (UV-Vis),

en linea continua se presentan los espectros de (a) DCF y (b) ACT en presencia de CTAB

mientras que en linea punteada se presentan en ausencia de CTAB.

08 + 0.8
07 I 0.7 11 ®
0.6 I 0.6 T
05 L 05 1
<04 I <04 +!
03 - 03
02 | 02 +
01 + 0.1 +
0 - . | . } —— 0 T . . Pr—jr—
200 225 250 275 300 325 350 200 225 250 275 300 325 350
A/ nm Alnm

Figura 6.52. Espectros de absorcidén de UV-Vis para el sistema de buffer fosfatos pH 7
0.1M. En linea continua se presentan los espectros en presencia de CTAB 0.1 mMy en
linea punteada en ausencia de CTAB. (a) DCF 64 uMy (b) ACT 64 uM.

En la figura 6.52(a) se puede apreciar un aumento significativo de la absorbancia de DCF
una misma concentracion cuando se encuentra en presencia de CTAB 0.1 mM, mientras
que en la figura 6.52(b) para esta misma concentracion de CTAB el ACT no muestra en la
absorbancia cambio significativo alguno, por lo que la mayor interaccion del CTAB se da
con la especie anionica de la molécula de DCF y la molécula de CTAB. Asi entonces se

procede a determinar la concentracion micelar critica del CTAB con DCF.

Se obtuvieron los espectros de absorcién de UV-Vis de DCF en presencia de buffer de
fosfatos 0.1 M para diferentes concentraciones de CTAB de 0 a 0.2 mM. En la figura 6.53
se puede observar que conforme se incrementa la concentracion de CTAB los espectros
de UV-Vis en el maximo de absorcion presentan un efecto batocrémico e hipercrémico,

viéndose desplazado el méximo de absorcién 12 nm.
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Figura 6.53. Familia de espectros UV-Vis obtenidos en el sistema DCF 0.5 mM, en buffer fosfatos
pH 7 0.1 M a para diferentes concentraciones de CTAB mostradas en la figura. En el inserto se
presenta la variacion de la absorbancia (288 nm) en funcién de la concentracion de CTAB.

Siguiendo el cambio de la absorbancia a 288 nm, en funcién de la concentracion de
CTAB, en el inserto de la figura 6.53 se puede apreciar un cambio de pendiente a una
concentracion de CTAB de 0.07 mM, correspondiente a la micelar critica, CMC. La CMC
determina la concentracion (c) region en la cual las moléculas del surfactante en solucion
tienden a formar micelas (c > CMC) o en los que estan presentes como monoémeros (c <
CMQC).

De igual manera se llevé a cabo un estudio de interaccion de la molécula de CTAB con la
molécula de DCF mediante la oxidacién electroquimica por voltamperometria lineal (VL),

en disolucion amortiguadora pH 7.

En la figura 6.54 se presentan los VL's de DCF 16.34 uM pH 7, los cuales inician en un
potencial de corriente nula de 0.2 V hacia potenciales positivos a una velocidad de barrido
de potencial de 0.1 Vs™. En linea punteada el VL se presenta en ausencia de CTAB el
cual tiene un pico andédico en 0.630 V, mientras que el VL en linea continua es presencia

de CTAB 0.1mM y presenta un pico anédico en 0.713 V. La presencia de CTAB no sélo
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recorre el pico anddico hacia potenciales positivos 0.83 V sino que ademas incrementa la
corriente de pico anddico en 4.41 pA. Esto evidencia la interaccion micelar del CTAB con

la molécula de DCF la especie anidnica (ver figura 6.51a).

7__

i1/ uA

0.2 0.4 0.6 0.8
E/V

Figura 6.54. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC vs Ag/AgCl / DCF
16.34pM, (buffer de fosfatos 0.1M, pH 7) iniciando el barrido de potencial en 0.2 V a una
velocidad de 100 mVs™. En linea punteada el VL de DCF en ausencia de CTAB y en linea
continua DCF en presencia de CTAB 0.1 mM.

En la figura 6.55 se muestra una familia de VL's obtenidos en EPC 0.1M buffer de
fosfatos pH7, 100.0 uM de DCF aplicando diferentes velocidades de barrido de potencial,
en el inserto de la figura se observa que la corriente de pico anddico como catddico
presentan una tendencia lineal con la velocidad de barrido de potencial, lo que sugiere
gue la oxidacion electroquimica del DCF en presencia de CTAB esta controlada por la
adsorcion. [38]. Comparado con el comportamiento del mismo sobre el electrodo de pasta

de carbono en ausencia de CTAB el cual es un proceso controlado por difusion [50].
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Figura 6.55. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC vs Ag/AgCl / DCF 100.0uM
en presencia de CTAB 0.1mM, (buffer de fosfatos 0.1M, pH 7) al variar el potencial del electrodo en
direccion anddica, iniciando a 0.4 V) a diferentes velocidades de barrido del potencial indicadas en

la figura. El inserto muestra la variacion de la corriente de pico anodica (ipa) €n funcion de la
velocidad de barrido del potencial (v). La linea punteada es la regresion lineal de los datos
experimentales (puntos).

Considerando que la oxidacion del DCF en presencia de CTAB est4 controlada por la
adsorcion, se lleva a cabo la simulacion de VC’s utilizando la ecuacion 1 propuesta por
Laviron [51].

Teniendo en cuenta las anteriores caracteristicas observadas en los CVs registrados en
[CTAB ] = 0.1 mM , véase la Figura 6.55 , y teniendo en cuenta el caso en el que las
especies electroactivas son absorbidas [38,40,51,52] la ecuacion (6.5) se ha propuesto

para describir las curvas experimentales i -E..

. n’F? VAT, (b, /bR)exp[(nF /RT )(E - EO')]
~ RT i+ (b /by )exp[(nF /RTYE—E |}

(6.5)
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Donde los potenciales de reduccion se refieren a las especies no absorbidas y T',* a la
cobertura de la superficie. bo y bg estan relacionados con la energia libre de adsorcién

AGY

ads

a través de las ecuaciones (6.6) y (6.7) respectivamente:
b = exp(- AG, | (6.6)
0 p ads,0 '

by = exp(— Angs,R) (6.7)

El potencial y la corriente de pico son:

- (RT). (b
E =E” -] " |In| -2
P (nFj n(bR] ©8)
. n°F?
| = AF
P 4RT (6.9)

Sustituyendo ecuaciones (6.8) y (6.9) en (6.5) se obtiene la ecuacion (6.10)

4i, (b, /b, Jexp|(nF /RT YE - E°)|
{1+ (b, / bR)exp[(nF /| RT )(E _ EO')]}2 (6.10)

La parametrizacion de la ecuacion (3.6) es la ecuacion (3.7):

_ PP, eXp[Ps(E -P )]
L+ P explP(E-P))f o
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donde
P =4i, (6.12)
b

p — 0 6.13
> ", (6.13)

nF
L 6.14
B =Rt ©19
P,=E° (6.15)

En la figura 6.56 se presenta la comparacion de la oxidacion del DCF de los VL
experimentales en presencia de CTAB para diferentes velocidades de barrido con el VL
tedrico generado a partir de la simulacion no lineal para un proceso de adsorcion descrito
por la ecuacion 6.5, en la cual es posible observar el ajuste del VL experimental con el VL
tedrico que simula el proceso de adsorcion. Durante el proceso de ajuste no lineal se
permiti6 todos los pardmetros a variar libremente dando los siguientes valores: P;=
(2.70£0.0807) x10™ A, P,= (6.7947.97) x10°,P;=(40.3+1.4)V"' y P,=(0.19+0.043)V. Cabe
mencionar que la descripcion tedrica es bastante adecuada y las incertidumbres

asociadas a los parametros de mejor ajuste, también son bastante bajos.
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Figura 6.56 Comparacion de VL experimental (0) en el sistema EPC vs Ag/AgCl / DCF 100.uM en
presencia de CTAB 0.1mM, (buffer de fosfatos 0.1M, pH 7) a diferentes velocidades de barrido con
el VL tedrico generado a partir de la simulacion no lineal descrito por el proceso de adsorcion de la

ecuacioén 6.11.

Tabla 6.6. Mejores pardmetros obtenidos para el ajuste no lineal de la ec. (6.11)
para los VCs en la figura 6.55, registrado a diferentes velocidades de barrido.

viVvst | Py pA 10°P, Py/ V! Pyl V n*
0.02 27 6.8 40.3 0.19
0.04 48 16.0 40.1 0.22
0.06 53 4.7 40.7 0.20
0.08 78 12.0 41.2 0.24 1.1
0.14 110 7.6 41.3 0.24 1.1
0.16 130 11.0 40 0.24
0.18 150 7.30 39.4 0.23
0.2 170 22.0 39.3 0.25

* Calculado a partir del parametro 3
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A partir del pardmetro P; es posible estimar el nimero de electrones que se intercambian
electroquimicamente en la oxidacion del DCF en presencia de CTAB teniendo como
resultado n = 1, el cual es consistente cuando se calcula el nimero de electrones a partir

de E;;, = 90.6/n, el cual de igual manera da como resultado n = 1.

Una vez teniendo la caracterizacion de la interaccion electroquimica VL del DCF con
CTAB se procede con la caracterizacion electroquimica del ACT. Para ello se llevé a cabo
el estudio de la oxidacion electroquimica del ACT, mediante VL, en disolucion

amortiguadora pH 7.

En la figura 6.57 se presentan los VL's de ACT 64.9 uM los cuales inician en un potencial
de corriente nula de 0.2 V hacia potenciales positivos a una velocidad de barrido de
potencial de 0.1 Vs™. En linea punteada el VL de ACT se presenta en ausencia de CTAB
el cual tiene un pico anddico en 0.538 V, asi mismo el VL en linea continua es presencia
de CTAB 0.1mM presenta un pico en el mismo potencial, sin embargo la corriente de pico
anddico incrementa en 1.23 pA. Al igual que con el DCF se evidencia la interaccién
micelar del CTAB con la molécula de ACT, sin embargo a diferencia del DCF a pH 7 el
ACT se encuentra la especie protonada (ver figura 6.51b), considerando que el CTAB es
un surfactante catiénico se ve mas favorecida la interaccion con las especies anionicas
como el DCF a pH 7 y ya que el efecto de la interaccion del ACT con el CTAB a 0.1mM no
presenta cambios significativos sobre las sefiales obtenidas del ACT debido a la

explicacion que se ha dado con anticipacion.
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Figura 6.57. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC / ACT 64.9 uM, (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7) iniciando el barrido de potencial en 0.2 V a una velocidad de 100 mVs™. En
linea punteada el VL de ACT en ausencia de CTAB y en linea continua ACT en presencia de CTAB
0.1 mM.

En la figura 6.58a se muestra el estudio de velocidades de barrido del ACT y en el inserto
de esta figura se puede observar el grafico de ip=f(v-0.5) el cual presenta una tendencia
lineal, lo que sugiere un comportamiento difusional de la molécula al electrodo [40], al
comparar este comportamiento con el de la figura 6.58b donde se presenta el estudio de
velocidades de ACT en presencia de CTAB se observa el mismo comportamiento que en
ausencia de CTAB, lo que corrobora el poco efecto que presenta el CTAB sobre la

molécula sola de ACT.

81



AT\

»y
Casa atwerta al tiempo 7’.{%/&'53{&/"& Interdisciplina en evolucion
UNIVEHS'DAD AUTUNDMA METRDPDLITANA rT AREA DE QUIMICA ANALITICA
5 - i o (@)
143 o
~ 2 ,‘
4 +—1 1
T 0 ! % % % % % { 1/2 1/2 ¢-1/2
0 02 04 06 viEIVEs
< 3 + VU2 12 g 112 o
= 7 —0.04
T L —0.08
0.12
1 —0.2
1 +
0 \
0.2 0.4 0.6 0.8
E/V
12 °
9 [ J
&P (b)
i g e °...
10 _ .20 ——+——+—+
0 02 04 0.6
T v 2 [\ 12 g2
v/ Vst
< —0.02
= 0.06
- —0.1
—0.16
—0.22

Figura 3.58. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC vs Ag/AgCl / ACT 64.9uM en
presencia de CTAB 0.1mM, (buffer de fosfatos 0.1M, pH 7) al variar el potencial del electrodo en
direccion anddica, iniciando a 0.4 V) a diferentes velocidades de barrido del potencial indicadas en
la figura. (a) ACT en ausencia de CTAB. (b) ACT en presencia de CTAB 0.1 mM. En los insertos de
las figuras se muestra la variacion de la corriente de pico anddica (i,s) en funcion de la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido del potencial (v). La linea punteada es la regresion lineal de
los datos experimentales (puntos).
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Se procede inmediatamente con el estudio de pardmetros analiticos de estas dos

moléculas

6.3.2 Cuantificacion Individual de diclofenaco y acetaminofén.

Se obtuvieron las curvas de calibracion mediante VL sobre el electrodo de pasta de

carbon se llevaron a cabo a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs™ iniciando en

un potencial de corriente nula de 0.2 V hacia potenciales positivos. Como se muestra en

la figura 6.59 las corrientes de pico anddico fueron proporcionales a las concentraciones

afiadidas de DCF en un intervalo de concentracion de 16.32 uM a 103.90 pM. El limite de

deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se calcularon siguiendo el método tradicional

descrito en la referencia [53].
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Figura 6.59. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC / DCF (buffer de fosfatos
0.1M, pH 7) iniciando el barrido de potencial en 0.2 V a una velocidad de 100 mvs™ para diferentes
concentraciones de DCF, indicadas en la figura. En (a) DCF en ausencia de CTAB 0.1mM y en (b)
DCF en presencia de CTAB 0.1mM. El inserto de las figuras se muestra la variacion de la corriente
de pico anddica (ip) en funcién de la concentracion de DCF. La linea punteada es la regresion lineal

de los datos experimentales (puntos).

En la tabla 6.7 se presenta el LOD, LOQ vy la sensibilidad del DCF obtenida de las curvas
de calibracion de la figura 6.59a y 6.59b.

Tabla 6.7. Comparacion de LOD, LOQ y sensibilidad para las curvas de

calibracion de DCF obtenidas a partir de la figura 6.59 para diferentes sistemas de

estudio.
. Sensibilidad 5
Sistema LOD / uM LOQ/ uM 1 R
[UA pM
Sin CTAB 0.70 £ 0.30 2.4 +0.27 0.120 £ 0.004 0.998
Con CTAB 0.73 £ 0.30 2.4 +0.28 0.71 4+ 0.007 0.999
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A partir de las figuras 6.59 a y b es posible estimar la influencia del CTAB en el DCF;

obteniéndose los parametros analiticos mostrados en la Tabla 6.7.

En la tabla 6.8 se presenta una comparacion de LOD obtenidos para DCF por medio de
otros métodos y técnicas experimentales, se puede apreciar que utilizando simplemente
un EPC sin modificar en presencia de CTAB se alcanza el mismo orden de magnitud e
incluso en algunos casos se supera, sin embargo donde se utilizan electrodos
modificados con nanotubos de carbén o electrodo pirolitico con nanotubos el LOD
obtenido en este trabajo para el DCF queda mas bajo.

Tabla 6.8. Comparacién de LOD y sensibilidad de DCF obtenido en otros trabajos

mediante diversas técnicas experimentales con el obtenido en este trabajo.

Técnica LOD /M Sensibilidad Ref.
Electrodo de pasta de
carbén en un sistema con (0.71 £ 0.007) pA Este
CTAB en solucién acuosa (7.3 +3.0) x 10”7 um? trabajo

mediante VL

Extraccion de DCF de
muestras de orina
pediatrica através de un
nuevo método de barras
magnéticas (SBSE)
acoplado aHPLCYy
detecciéon UV.
Determinacion de DCF en
preparaciones
farmacéuticas con
reflectancia difusa en la
region visible.

Determinacién
espectrofluorométrica
de DCF en
formulaciones (16 £+ n.r) mLpg ™ [18]
farmacéuticas; (2.20 + n.r) x 107
empleando un complejo
de inclusién con B-CD.

(3.78 £ n.r.) x 10°8 nr. [54]

(2 +n.r)x10° n.f. [55]

Determinaciéon de DCF en
plasma con HPLC con

: -9 n.r. [56]
deteccion electroquimica. (6.29+ n.r) x 10
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Determinaciéon en plasma (15.66 £ n.r.) kQ M?*  [57]

7
con aptasensor. (2.7 £nr) x10

Método para la
determinacién de DCF en
muestras farmacéuticas y
de orina, con un electrodo (5.0 +n.r.)x 10° 60+1.0 [58]
de membrana basado en
la asociacion de iones de
DCF con Rodamina B.
Determinacién de DCF en
muestras farmacéuticas
con electrodo selectivo a (2.5 +n.r)x10° n.r. [59]
iones con colorante
basico (violeta de cristal)
Determinaciéon de DCF en
muestras de orina por DPV,
extraccién del DCF en (1.6 £ n.r)x10? n.r. [60]
estado solido con polimero
construido.

Determinacion de DCF en
orina humana con EPPGE . -9 (224 £n.r.) nA pM -
cubierto con nanotubos (0.82 £ n.r.) x10 1 (9]
de carbono.

Determinacién de DCF en
muestras farmacéuticas y [61]
de orina con electrodo de (3.28+ n.r.)x10® n.r.
pasta modificado con
tirosina (TECP) con DPV
Determinacién de DCF
con electrodo de vidrio

modificado con : -8
nanoparticulas de (4+nr)x10 (0.0147i_£1.r.) [62]
Cu(OH),, MWCNTSs y HAUM

liguido i6nico hidréfobo
n.r. = no reportado

En la figura 6.60 se aprecia los VL de ACT en un intervalo de concentracion de 16.32 uM
a 103.90 puM donde las corrientes de pico anodico fueron proporcionales a las

concentraciones afiadidas de ACT y se obtuvieron los parametros analiticos.
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Figura 6.60. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC / ACT (buffer de fosfatos
0.1M, pH 7) iniciando el barrido de potencial en 0.2 V a una velocidad de 100 mVs™ para diferentes
concentraciones de ACT, indicadas en la figura. En (a) ACT en ausencia de CTAB 0.1mM y en (b)
ACT en presencia de CTAB 0.1mM. El inserto de las figuras se muestra la variacion de la corriente
de pico anddica (ip) en funcién de la concentracion de ACT. La linea punteada es la regresion lineal

de los datos experimentales (puntos).
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En la tabla 6.9 se presenta el LOD, LOQ y la sensibilidad del ACT obtenida de las curvas
de calibracion de la figura 6.60a y 6.60b. La sensibilidad aumenta en presencia de CTAB.
Los parametros obtenidos comparados con la tabla 6.10 son similares o mejores que
algunos métodos reportados en la cuantificacion de ACT comparado con otros electrodos

y métodos.

Tabla 6.9. Comparaciéon de LOD, LOQ y sensibilidad para los curvas de

calibracion de ACT obtenidas a partir de la figura 10 para diferentes sistemas de

estudio.
. Sensibilidad/ )
Sistema LOD / uM LOQ/ uM 1 R
MM™UA
Sin CTAB 38+15 128 +1.4 0.085 + 0.001 0.998
Con CTAB 7.6 +3.0 254 + 2.7 0.11 + 0.01 0.997

La tabla 6.10 evidencia la mejora de los parametros analiticos del ACT, al igual que en el

DCF, cuando se encuentra en presencia de CTAB.

Tabla 6.10. Comparacion de LOD de ACT obtenido en otros trabajos mediante

diversas técnicas experimentales.
Técnica LOD/M Sensibilidad Ref.

Electrodo de pasta de
carbén en un sistema (0.76 + 3.0) X107 (0.11 + 0.008) pAuM™
con CTAB en solucion
acuosa mediante VL
Determinacién en
tabletas siguiendo el
producto de la reaccién
de la formacién de (3.77 £ n.r.) x10”7 n.r.
compuestos entre
acetaminofén y
acetoacetato de etilo.

Este
trabajo

[63]
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Determinacién del
analito en tabletas y
muestras de orina a

través de la foto
absorciéon de la
solucién
comparandose con
espectros FTIR.

7{%/@ ﬂ}‘

(6.62 + n.r.) x10”’

Determinan
acetaminofén a pH 7 en
muestras farmacéuticas
utilizando un biosensor
de grafito con vaselina

modificado con tejido
de aguacate por medio
de latécnicade
cronoamperometria.

(8.8 £+ n.r.) x10™

Determinacién de
acetaminofén en
muestras farmacéuticas
y muestras de orina a
pH 7 con buffer de
fosfatos con electrodo
de vidrio modificado
con poli (4-vinilpiridina)
y nanotubos de
carbono por medio de
la técnica de DPV.

(1.69 + n.r.) x10 ®°

Determinacién de
acetaminofén en
muestras farmacéuticas
con sensor basado en
la modificacién de un
electrodo de pasta de
carbono con
nanoparticulas de oro.
La determinacién se
llevé acabo por
differential pulse
adsorptive stripping
voltammetry.

(1 +n.r.)x10®

Interdisciplina en evolucién

AREA DE QUIMICA ANALITICA

n.r. [64]
n.r. [65]
n.r. [66]

[67]

(1.51+ n.r.) pApm?
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Determinacioén de
acetaminofén y sus
metabolitos con
electrodo de carbén
vitreo utilizando VC.
Determinan
acetaminofén en
formulaciones
farmacéuticas con
electrodos screen-
printed modificados
con nanotubos de
carbono.
Determinan
acetaminofén en
presencia de acido
ascorbicoapH 7 en
buffer de fosfatos con
electrodo de vidrio
modificado con una
pelicula de 5-amino-
1,3,4-tiadiazol-2-tiol.
Determinan acetaminofén
en presencia de acido
Urico en fluidos
corporales con electrodo
de lapiz de grafito basado
en lareducciéon de N-
acetil -p-
benzoquinoneimina.
Determinan acetaminofén
en tabletas con electrodo
de carbén vitreo
modificado con grafeno
por medio de VCy
voltamperometria de onda
cuadrada.
Determinan acetaminofén
y 4-aminofenol en buffer

de fosfatos pH 9 que -
contiene dodecil sulfato
de sodio.
n.r. = no reportado

7{%/@ ﬂ}‘

(4.31+ n.r.) x10°

(1 +£n.r.)x10™’

(3.4 £ n.r)x10 ™

(2.5 + n.r.) x10°

(3.2 £ n.r) x107®

n.r.

n.r.

(140 +n.r) pAmM

n.r.

n.r.
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[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]
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6.3.3 Cuantificacion simultanea de diclofenaco y acetaminofén

En la figura 6.61 se presentan los VL's de DCF y ACT ambos con una concentracion de
51.98 uM los cuales inician en un potencial de corriente nula de 0.2 V hacia potenciales
positivos a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs™. En linea punteada el VL se
presenta en ausencia de CTAB el cual se presenta un primer pico anddico en 0.525 V el
cual corresponde al ACT y un segundo pico anddico en 0.630 V correspondiente al DCF,
mientras que el VL en linea continua es presencia de CTAB 0.1mM presenta un primer
pico anddico en 0.556 V debido al ACT y un segundo pico anddico en 0.714 V asociado al
DCF. Como ya se ha discutido anteriormente, estos cambios se deben a la presencia de
CTAB (ver figuras 6.54 y 6.55), pero mas aun cabe mencionar que en la presencia de
CTAB el pico anddico de DCF sobre sale diez veces mas sobre el ACT que si se presenta
sin CTAB.

H
o1
l
I

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V

Figura 6.61. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC / ACT/DCF (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7) con una concentracion de DCF de 51.98 uM y de ACT 51.98 pM. Iniciando el
barrido de potencial en 0.2 V a una velocidad de 100 mVs™. La linea punteada es DCF en
presencia de ACT en ausencia de CTAB, la linea continua es DCF en presencia de ACT en
presencia de CTAB.
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Capitalizando la informacién obtenida anteriormente se lleva a cabo la determinacion de
DCF en presencia de ACT. En la figura 6.62 se aprecia los VL de DCF en presencia de
ACT en una concentracion fija de ACT 48.8 uM en un intervalo de concentracién para
DCF de 6.59 uM a 64.72 uM donde las corrientes de pico anddico fueron proporcionales a

las concentraciones afiadidas de DCF.

¥
a) < oe P
1 S
w™ 0.
+ 8 0.0 -
3 012 3 456 7
[DCF] / uM
[DCF] 0 — 4 uM
P
1 1
O T I T I T |
0.2 0.4 0.6 0.8
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3
< 3 o
813731 b)
“5Q0 e e
60 +2 0.1 2 3 4 5 [DCF] 0 -4 uM
i [DCF] / uM
L4
2 €
0

E/V

Figura 6.62. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC / ACT/ DCF (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7) para una concentracion fija de ACT de 48.8 uM .Iniciando el barrido de
potencial en 0.2 V a una velocidad de 100 mVs™ para diferentes concentraciones de DCF,
indicadas en la figura. En (a) en ausencia de CTAB 0.1mM y en (b) en presencia de CTAB 0.1mM.
El inserto de las figuras se muestra la variacion de la corriente de pico anddica (i,) en funcién de la
concentracién de DCF. La linea punteada es la regresion lineal de los datos experimentales
(puntos).

En la tabla 6.11 se presenta el LOD, LOQ y la sensibilidad del DCF en presencia de ACT
obtenida de las curvas de calibracion de la figura 6.62a y 6.62b. Se observa que LOQ y
LOD disminuyen y la sensibilidad mejora.  Mejorando los parametros para la
determinacion del DCF.

En la tabla 6.12 se presentan los parametros estadisticos para la determinacion de ACT
en presencia de DCF.
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Tabla 6.11. Comparacion de LOD, LOQ y sensibilidad para las curvas de

calibracion de DCF en presencia de ACT obtenidas a partir de la figura 6.62 para

diferentes sistemas de estudio.

_ Sensibilidad/ )
Sistema LOD / uM LOQ/ uM 1 R
UM ™A
Sin CTAB 1.6 +0.62 5.6 +0.67 0.10 +0.013 0.998
Con CTAB 0.50 +0.21 1.7 4+0.18 0.86 + 0.04 0.997
4 T 4
a) I ACT
T <, [ACT)/uM
3 1 1
4 e [i?:T]/pM
< ——
3 2+
\ ——
1 €
0 ; i
0.0 0.2
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b)g

DCF

ip/tA

[ACT]/uM

0 + + + + + + !
4 + o 10 20 3 40 s0 e 70 ACT

[ACT]/ uM

i/ pA

0 b———

Figura 6.63. VLs experimentales tipicos obtenida en el sistema EPC / ACT/ DCF (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7) para una concentracion fija de DCF de 6.5 uM .Iniciando el barrido de
potencial en 0.0 V a una velocidad de 100 mvs™ para diferentes concentraciones de ACT,

indicadas en la figura. En (a) en ausencia de CTAB y en (b) en presencia de CTAB 40 pM. El

inserto de las figuras se muestra la variacion de la corriente de pico anddica (i) en funcion de la
concentracion de ACT. La linea punteada es la regresién lineal de los datos experimentales
(puntos).

Tabla 6.12. Comparacién de LOD, LOQ y sensibilidad para las curvas de
calibracion de ACT en presencia de DCF obtenidas a partir de la figura 6.63 para
diferentes sistemas de estudio.

_ Sensibilidad/ )
Sistema LOD / uM LOQ/ uM 1 R
UM ™A
0.062 +
Sin CTAB 28+1.8 9.3+1.7 0.998
0.0021
0.054+
Con CTAB 25+09 83+0.9 0.997
0.00075
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En la tabla 6.13 se presenta una comparacion de LOD obtenidos para la determinacion
simultdnea de DCF y ACT por medio de otros métodos y técnicas experimentales, se
puede apreciar que a pesar de existir pocos trabajos de determinacién simultdnea, cabe
resaltar que utilizando simplemente un EPC sin modificar en presencia de CTAB

alcanzamos el mismo orden de magnitud e incluso en algunos casos se supera.

Una vez teniendo el estudio de los parametros analiticos de ACT y DCF por separado y
en mezcla se procedio a llevar la determinacion de estos farmacos en medicamentos.
Siguiendo las relaciones de mezclas que se han hecho de ACT y DCF en formulaciones
farmacéuticas y algunos estudios que se han llevado a cabo para su de determinacion
[74], se determind la mezcla en una relacion de peso/peso 6:1 (ACT/DCF), el ACT se
tomo del farmaco Tempra® 1.V. solucién 500 mg de paracetamol 10 mg/mL y el DCF se
tomé de un farmaco genérico intercambiable G.I® Diclofenaco inyectable 75mg/3mL. En
la figura 6.64 se presenta los VL del ACT en presencia de DCF, se puede observar en
6.64(a) el VL en ausencia de CTAB y es claro que es dificil de identificar las sefiales
correspondiente de ACT y DCF, en contraste con 6.64(b) donde claramente se presenta
en 0.50V la seial de ACT y en 0.758V.

67 4

1/ pA
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Figura 6.64. VLs experimentales obtenidos en el sistema EPC / Ag/AgCI (buffer de
fosfatos 0.1M, pH 7).Iniciando el barrido de potencial en 0.0 V a una velocidad de 100

mVs*

. En (a) en ausencia de CTAB y en (b) en presencia de CTAB 40u M.

Tabla 6.13. Comparacién de LD de ACT en presencia de DCF obtenido en otros
trabajos mediante diversas técnicas experimentales.

Técnica
Electrodo de pasta de
carbon en un sistema
con CTAB en solucion

acuosa mediante VL

Desarrollan un método
quimiométrico para la
determinacién
simultanea de
Acetaminofen y
Diclofenaco en mezcla
sintéticay
formulaciones
farmacéuticas.
Determinan
simultaneamente
acetaminofén y
Diclofenaco por HPLC
de fase inversa.

LOD/M

(5.0 +2.1)x10”’

n.r.

(1.57 + n.r.)x10®

Sensibilidad Ref.
1 Este
(0.86 £0.04) pApM trabajo
-1
5.31L mg [75]
n.r. [76]
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Determinan
Acetaminofen y
Diclofenaco
simultaneamente por (8.80 + n.r.)x10®
medio de HPLC de fase
inversa.
Determinan
simultaneamente
acetaminofén y
Diclofenaco en
formulaciones
farmacéuticas por n.r. n.r.
espectrofotometria UV
empleando un método
de extraccion para
Acetaminofen.

n.r. [77]

[78]

Determinan
Acetaminofen y
Diclofenaco
simultaneamente con
HPLC de fase inversa
para determinar trazas
de los analitos en el
equipo de acero que se
ocupa parala
fabricacion de
farmacos.

1 -9
(3.144+ n.r.)x10 n.r. [79]

Se desarrollan dos 5.03 x 10° LSV
métodos para la
determinacién de DCF  1.57 x 10 " GC-MS
en muestras va en otra tabla
farmaceduticas por LSV
y GC-MS

- [80]

Electrodo de carb6n
vitreo modificado con 4
phosphatephenyl se
utilizo parala
determinacién
simultanea de DCF y - -
ACT utilizando DPV.

[81]
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Electrodo de carbdn
vitreo se modifico con
Grafeno y
Poly(diallyldimethylam
monium chloride) para
la determinacion
simultanea de DCF y
ACT en muestras
farmacéuticas y agua
de lago.

n.r. = no reportado

6.09 x 10”7 - [82]

Cabe resaltar que en varios casos de estudios simultdneos de farmacos los autores no
reportan la sensibilidad de su método utilizado asi como sus limites de deteccion
determinados, ya que se enfocan Unicamente a poder separar las sefales de los
farmacos. Mas aun otros autores como Okoth et. al. [82] pueden reportar limites de
deteccion méas bajos que los encontrados en este trabajo sin embargo su método es mas

complejo y costoso comparado con el método que se presenta en esta propuesta.
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6.4 Formacion de Complejos Supramoleculares

Anteriormente se ha mostrado la inestabilidad de DFC a pH &cido; Arancibia [18] analizé
el comportamiento espectroscopico de DCF a diferentes valores de pH en presencia y
ausencia de B-CD encontrando que cuando se encontraba 3-CD presente s6lo observaba
un valor de pKa. A diferencia de cuando se encontraba DCF s6lo en donde observaba dos
valores de pKa y a lo que dentro del presente trabajo se ha demostrado corresponde a la

descomposicién de la misma molécula.

Partiendo de lo anterior es visible que la presencia de 3-CD mantenia estable la molécula
de DCF, debido a la interaccion que existe entre ambos. Es por ello que como parte de la
caracterizacion de DCF se evidencia la interaccién de DCF con B-CD obteniendo la

constante de formacion.

6.4.1 Estudio de la formacién de complejos
Para la formacion del complejo de DCF con B-CD se considera la reaccion 6.16 que
muestra el equilibrio general para las especies de DCF con B-CD.

DCF' + €D' = DCFCD' (6.16)

La constante de formacion global para el equilibrio quimico 6.16 esta dada por

_ |IpcFeD'|
~ |pCF'|lcD'|

Donde DCF’ representa todas las especies de DCF y CD’ representa la 3-CD.
DCF' = DCFH + DCF~ (6.17)

De la constante de formacion global del equilibrio 6.16 se despeja DCFCD’ y se sustituye

en la ecuacion 6.17.

DCF',,...,= |DCF'|(1+ B|cD") (6.18)

Total

Por otro lado la fraccion molar de la especie del DCF’ se define como se muestra en la

ecuacion 6.19.
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|DCE' |

I — 6.19
|DCF' rorarl ( )

fDC‘FI

Sustituyendo el valor de DCF'rqy de la ecuacion 6.18 en 6.19 se tiene la fracciébn molar

para la especie de DCF'.

1

focrr = T geon (6.20)

De igual manera se define la fraccion molar para la especie de DCFCD’ como se muestra
en la ecuacion 6.21.

__ |pcFeD’| (6.21)

fDCFCD" |DL'F"T:,m;|

Sustituyendo nuevamente el valor de DCF'rq, de la ecuacion 6.19 y el valor despejado de
DCFCD’ en la ecuacién 6.21 se tiene la fraccién molar para la especie de DCFCD'.

focr = AP IE (6.22)

(1+80co' )

La suma de las fracciones de las especies debe ser igual a 1 como se muestra en la

ecuacion 6.23.

focrr + focrepr = 1 (6.23)

Con las fracciones molares para cada especie y a un pH constante es posible obtener un
grafico donde se observa el predominio de cada especie de DCF'oy €n funcion de la

concentracion de 3-CD y pH.

Ahora bien, es posible seguir la absorbancia en funcion de las especies de DCF’; esta
propiedad fisica puede ser la absorbancia la cual sigue la ley de Beer-Lambert, siguiendo
esta ley es posible determinar la absorbancia para cada especie de DCF’ como se

muestra en la ecuacion 6.24.

AD_EF-'= DfFfllDCFl

i, _
ADI‘:FI’:.D-’ - &ECFCD-'

IIDCFCD'| (6.24)
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Donde A “ es la absorbancia de la especie a una longitud de inda dada. ¢ “'es el
coeficiente de absortividad de la especie a una longitud de onda dada, I es la longitud de

paso 6ptico de la celda y [DCF’| es la concentracion de las especies de DCF.

La absorbancia total sera igual a la suma de las absorbancias para cada especie como se

muestra en la ecuacion 6.25.

A i
Arorar = Aper T Apcren (6.25)

6.4.2 Determinacion espectrofotométrica de la constante de inclusion de
DCF con B-CD a pH 7.

0.6 -

0.5 A

Absorbancia
(@]
w

O I I I I
220 240 260 280 300 320 340

A/ nm

Figura 6.65 .Espectros de absorcion obtenidos en una de DCF 32.7 mM a pH 7 vy

diferentes valores de concentraciones de B-CD, indicadas en la figura en mM.
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Para calcular la constante de formacién del DCF con B-CD se utilizé el programa
computacional SQUAD [37], el cual se alimenta con los espectros de absorcion
experimentales, la concentracion de DCF, la concentracion de B-CD, el valor de pH vy la

propuesta del equilibrio R1.
DCF + BCD < BCD — DCF R1

Del programa SQUAD se obtienen los coeficientes de absortividad molar a cada longitud
de onda asi como también el valor para la constante de formacion, LogK para el equilibrio
propuesto R1 junto con su desviacion estandar (DS) y la suma de minimos cuadrados (U),

los cuales se muestran en la Tabla 6.14

Tabla 6.14. Constante de formacion obtenida a partir de los espectros mostrados
en la Figura 6.65 y del programa SQUAD, para 50 espectros de absorciéon y un
intervalo de longitud de onda 220nm a 350 nm.

DCF+B-CD «> B-CD-DCF | LogK= 4.764 +0.005
*6,500 datos utilizados U= 5.800x107
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Figura 6.66. Comparacion de espectros de absorcidon obtenidos experimentalmente a
pH 7 (puntos) para dos valores de p-CD ( PBpR4y los espectros de absorcion
calculados mediante el programa SQUAD (lineas).
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7.- Conclusiones

Se concluye que la especie DCFH es inestable contrario a la especie DCF la cual

muestra estabilidad en el tiempo.

La presencia de CTAB en solucidon mantiene estable la especie neutra (DCFH); por lo que

se sugiere existe una interaccion entre el farmaco y las micelas del surfactante.
Se determina el valor de pKa para DCF de manera puntual en 3 medios diferentes.

Se propone el mecanismo de la degradacion irreversible de la especie neutra de DCF,;
proponiendo los productos de dicha descomposicion vy justificando los resultados con la
obtencion de espectros de absorcion comparados con el experimento.

Se muestra a partir de un estudio espectro-electroquimico la oxidacién electroquimica de
DCF en solucién acuosa a pH 7, la cual involucra un mecanismo EC, donde la reaccion
electroquimica es reversible y ocurre a través de la pérdida de un electron. Ademas, la
reaccion quimica provoca la ruptura de DCF a través del &tomo de Nitrégeno generando

asi los fragmentos: 2,6 dicloroanilina y 2-(2hidroxiprop-2-enil) fenol.

Se caracteriza sobre un EPC mediante distintas técnicas electroquimicas el DCF vy el
ACT, se determind el nimero de electrones de intercambio del DCF asi como su
coeficiente de difusidn, asi mismo se caracterizaron electroquimicamente estos farmacos
en presencia de CTAB con el fin de mejorar los parametros fisicos de las moléculas y se
proporciona un nuevo método de determinacion analitica para el DCF y la determinacién
simultanea de DCF y ACT.

Se demostro la formacioén del complejo de inclusién de DCF y B-CD; obteniendo el valor

de la constante.

Se evidencio la interaccion entre el farmaco DCF y el surfactante CTAB; dicha interaccion
favorece la estabilidad del farmaco y a su vez permite mejorar la determinacién del mismo

farmaco.
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8.-Perspectivas

En el presente trabajo se demostro la interaccion de DCF con CTAB y los beneficios de
dicha interaccion; sin embargo como parte de su caracterizacion se podria determinar la

constante de union de entre ambos.
Determinar la constante de inclusion de ACT y B-CD.

Con ayuda de la teoria explorar el complejo de inclusion de DCF-B-CD y de ACT-B-CD.

Asi como proponer el mecanismo de oxidacién de ACT.
Proponer método de determinacion de los farmacos con (3-CD.

Se ha encontrado que los antiinflamatorios pueden inducir la apoptosis de ciertas células
cancerigenas y donde podrian estar involucrados los radiales libres; por lo que se podria

explorar la capacidad antioxidante de dichos farmacos.
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Thee diclkofenac (DCF) elecirochemim] md dation mechanism was studied through: linear voltammeiny
(1%, chronoamperometry (CA) sampled sooment voltammetry (5V), potentiostatic coulometry (PC)
cydic val emmetry (V) under stagnant eonditions and lnemr voltammetry under forced oomesctian
conditions (FC1V) owver 2 @rbon paie elecirode (CPE) from an agqueows mediom containing 0.1 M
phasphate buffer at pH 7.1t was found that the DEF electno chemic] mcid ation invohees an BC mechamism,
whene the el edrochemical reaction is carmied out through a one electron-exchange while the chemial

meaction invalves bresking up the DCF through the nitrogen atom, thensby generating the fragments

s 24 dichlomaniline and 2-(2 hydreocyprop-2-enyljphenol. Reverting the patential scan in the cathodic
elerros hemisey direction at different sran rabes and regardl=s of its rate, after the oodationpeak, it wasfound thatitwas
g possible o reduces only 3E of the DF oxidized. The specirophotomestric stody cammied out during
e cha i different macr o-elecinl ysis periods allowed observing that the curment decresse of the oxidation peak
frire T coupled to the DCFabsorption (3t 270 nm), together with the develapmentaf 2 new spectrophatametric
albmorption masimum (450 nmj, all mnfirm the EC mechanism propoased. With the use of several
experimental ischnigues (CA, LV and FOV) and theoretic] ones using ithe Stolees<F ins iein approach, the

DEF diffusion cosfficient was determined, this being in average 21 =10~ Som?s~
& 21 Elsevier ltd. All rights neserved.
1. INTRODUCTION The (2 - [(Z.6-dichlorophenyl) amino] phemy] scetste) or

The use of pharmaceuticals in society has become vital for
treating diverse illnesses. The non steroidsl anti inflammatory
drugs (NSAIDS) have anslgesic, sntipgretc and anti inflamatory
effects The resson for their popularity is because they do not
produce sedation or addiction and of their unrestricted punchase.
Sulkequent to isslation of the scetyisaliciic acid in 1829 the
NSAIDS have been used in human medicine became they e
been fully sccepted a5 relatively sale, to the point that no medical

prescriplion is required | 1] so that any person can aeess the dreg,

comaquently it is one of the most popular dregs consumed.

" G pateding 3 nleds
E-mandl ot s Scanon wamono (M Ramires- Sha )
i e o A o (ML Palaarar Pardad).

Thimpe: o e g 1000 0 5 et i 0 65O Ol
00 - 45551 & 2005 Eluevier Lrd. Al rights restnnad

diclofense (DOFL see Fig. 1, is considered a NSAIDE because of
its analgesic, anti pyretic and anti inflama tory properties (2] 1tis a
i o scting. bomg Lasting a nalgesic that if frequently prescribed in
climical medicine for tre sting fhe umatoid arthritis oot eoarthritis,
mon-articular e wma tism and sport lesions. On cons deration of
this, different met ods have been implemened forits quantifics-
tiomn, althowgh some of them are based on chroma bogra phy-mass
spectrometry, ligud chromatography and electromnsbalization |3
and electrochemical |4-8] However, only few studies have duly
informed, on relevant features of DOF, like the kinetics and
machanitms inohed during it electroche mical oidation, the
number of electrons lost during its electroche mical ooddation
process and in particular the value of its diffusion coefficient in
agqueous medivm. Human indiscriminate disposal of DOF into the
sewages and water Dodies hus et b it consi deri ng 28 an emengng
pollutant, therefore, all information leading to DCF identification
and or its oxidation products is relevant |3, 00 Furt hermaore, this
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