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1. CAPITULO INTRODUCCION

1.1. Introduccion

El ibuprofeno es clasificado como un antiinflamatorio no esteroidal (AINE). Se utiliza
frecuentemente para el alivio sintomatico del dolor de cabeza (cefalea), dolor dental
(odontalgia), dolor muscular (mialgia), molestias de la menstruacion (dismenorrea), dolor
neuroldgico de caricter leve, sindrome febril y dolor trans cirugia (postquirurgicos). También
se usa para tratar cuadros inflamatorios, como los que se presentan en artritis, artritis
reumatoide y artritis gotosa. Generalmente la dosis diaria recomendada en adultos es de 1.2 g
diarios, dependiendo de la gravedad del trastorno y de las molestias del paciente, pero que no
debera exceder 2.4 g diarios. La produccion anual rebasa los kilotones y es el tercer farmaco

antiinflamatorio mas usado en el mundo [1].

Los AINE son nombrados asi para distinguirse de antiinflamatorios que son esteroides, los
cuales tienen una accion desinflmatoria muy similar. Los AINE tienen la particularidad de ser
considerados no narcoéticos, por lo que pueden ser comprados sin receta médica en paises como
México. La mayoria de los AINE son inhibidores no selectivos de la enzima ciclooxigenasa
que son parte del ciclo catalitico de la formaciéon de las prostglandinas. A su vez la
prostglandina actia como molécula mensajera en el proceso de inflamacion. La mayoria de los

AINE son acidos con valores de pKa de 3-5.

El ibuprofeno se descompone en presencia de luz y puede reaccionar con el CO, del aire [2].
Tiene una solubilidad en agua de 0.1 mg/ml a 25°C y a pH 6. La solubilidad aumenta en

valores de pH basicos [3].

En la figura 1.1 se muestra la estructura del acido 2-(p-isobutilfenil) propionico (Ibuprofeno),
se observa que tiene un carbono quiral por lo que el ibuprofeno es Opticamente activo, sus
enantiomeros son el S-(+)-Ibuprofeno y R-(-)-Ibuprofeno. Farmacéuticamente el  S-(+)-
ibuprofeno es activo, el otro enantiomero no presenta propiedades terapéuticas, pero tampoco
se tiene reportado que ocasione interferencias o efectos secundarios por lo que los farmacos

son la mezcla racémica [3].




St R

(R)-ibuprofeno (S)-ibuprofeno
Figura 1.1. Los enantiémeros del Ibuprofeno

A pesar de que S-Ibuprofeno es el farmacologicamente activo y por lo tanto el de mayor
interés, solo se tiene reportada la conformacién del R-Ibuprofeno empleando DFT. Vueba y
colaboradores [4] estudiaron al menos ocho conformaciones de minima energia de la molécula
del R-Ibuprofeno. Encontraron que la conformacion mas estable de las ocho, es la mostrada en

la figura 1.2.

Figura 1.2. Representacion esquematica de la conformacion mas estable

de la molécula del Ibuprofeno segiin Vueba y col. [4].
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1.1.1. Metabolitos del Ibuprofeno
Hutt y col. [5] reportan que a partir de orina de humanos, que regularmente usan el fAirmaco,

los principales metabolitos del Ibuprofeno son el hidroxi-Ibuprofeno y el carboxi-Ibuprofeno,
los cuales se muestra en la figura 1.3. El 90% del farmaco Ibuprofeno es metabolizado por el
humano [1] por lo que en las aguas de desecho urbanas, la mayoria del Ibuprofeno se

encontrara en alguna de sus formas metabolicas.

Ibuprofeno Hid roxi-ibuprofeno Carboxi-thuprofeno
CraHy: 0 CraH 10k CraHys0y
206 g/maol 222 g/mol 136 g/'mol
OH_ .0
H
o
© 0
H H
OH

Figura 1.3. Ibuprofeno y sus principales metabolitos.

El farmaco y el residuo metabolizado del farmaco Ibuprofeno, se ha encontrado en su mayor
parte en las plantas de tratamiento de aguas, encontramos los primeros reportes en el afo de
1998 [1]. Las principales fuentes de contaminacién del agua son la industria farmacéutica y la
fuente doméstica; la industrial se da mediante descargas de las aguas usadas en los proceso de
fabricacion a los rios, la doméstica se da via la orina que tanto humanos como animales
desechan después de haber ingerido el medicamento. Segun los reportes la contaminacion
doméstica es la principal causa de contaminacion en los rios urbanos. Se han encontraron
niveles de 0.087 ppb de Ibuprofeno en rios canadienses y de 0.45 a 0.68 ppb en rios Europeos.
Winkler y colaboradores [2] detectaron los metabolitos utilizando espectrometria de masas y

coinciden con los metabolitos encontrados en humanos por Hutt, pero aclaran que no hay




metabolitos estdndar para poder afirmar que los metabolitos que ellos reportan, sean los tnicos

metabolitos del ibuprofeno.

1.1.2. Constante de acidez
Debido a la baja solubilidad en agua que tiene el Ibuprofeno, su constante de acidez ha sido

calculada principalmente en mezclas de disolventes organicos con agua [6]. El solvente
organico comunmente usado es el metanol porque se acepta que su efecto de solvatacion es lo

mas parecido al del agua [7].

El pKa del ibuprofeno a 25°C en medio acuoso ha sido estimado por varios autores,
realizando mediciones en mezclas de disolvente organico-agua a diferentes proporciones para
posteriormente realizar una extrapolacion y asi obtener la constante en medio totalmente

acuoso.

Las titulaciones potenciométricas estan limitadas por la poca solubilidad de los fairmacos en
agua por lo que Avdeef y colaboradores [8] utilizan mezclas de solvente metanol agua y la
ecuacion conocida como extrapolacion de Yasuda-Shedlovsky para llegar al 0% de metanol,

dicha ecuacion tiene un error de + 0.2 unidades de pKa para acidos débiles [7].
SpKa + log[H,0] = ac™1 +b

Donde:

spKa : pKa a diferentes proporciones solvente organico-agua

¢: Constante dieléctrica del solvente binario

a y b: Constantes empiricas

Las constantes a y b se obtienen al realizar la regresion, para 100% acuoso se usa € = 78.3 y

[H,0] = 55.5

Meloun ha realizado una revision de todos los pKa acuosos reportados [6], el estudio tiene el
propodsito de hacer una evaluacion comparativa entre todos los datos y todos los métodos para
unificar un criterio, en dicha evaluacion, las técnicas instrumentales mas usadas son

espectrofotometria y potenciometria y reportan un valor del pKa en el intervalo de 4.30 a 4.64.
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Shalaeva y colaboradores [9] determinaron la constante, disolviendo al Ibuprofeno también en
metanol y empleando electroforesis capilar. Obtuvieron un valor de pKa de 4.35 y 4.36
empleando dos diferentes metodologias que incluian diferentes equipos y amortiguadores

acuosos y cosolventes.

1.1.3. Caracterizacion fisicoquimica de farmacos empleando DFT
La quimica computacional se vuelve una herramienta importante en todas las areas de la

quimica, porque permite obtener informacion para corroborar datos experimentales. Tal es el
caso del uso de la teoria de funcionales de la densidad (DFT) para obtener constantes
fisicoquimicas [10]. Por ejemplo, el calculo de las frecuencias empleando DFT nos permite
obtener el espectro infrarojo tedrico y la asignaciéon de bandas. Actualmente para obtener
informacion de las energias vibracionales de una molécula de manera experimental, se emplea

espectroscopia FTIR y Raman.

Por otro lado, el estudio conformacional de moléculas de farmacos empleando DFT, ha
permitido entender interacciones entre moléculas farmacologicamente activas y diferentes
matrices [4]. Como matrices se han estudiado principalmente los excipientes que se usan en la

industria farmacéutica y fluidos biologicos.

Sin embargo existen otras matrices de interés que aun no han sido estudiadas empleando DFT,
tal es el caso de rios, lagunas y aguas de desecho. Es decir, existe un problema ambiental de
contaminacion de Ibuprofeno en rios y lagunas, por lo que es importante determinar el

Ibuprofeno también en estas matrices.

En la realizacion del trabajo se tiene la expectativa de que el estudio sirva posteriormente para
llevar acabo mediciones en aguas de desecho, por lo que la caracterizacion fisicoquimica de la

molécula debe ser completa.

Por lo anterior se quiere conocer las caracteristicas quimicas del Ibuprofeno con las
herramientas de espectroscopia UV-Vis, electroforesis capilar de zona y completar el estudio

con la teoria de funcionales de la densidad.
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1.2. Objetivo

El objetivo general es la caracterizacion quimica del Ibuprofeno en medio acuoso. Para ello se

plantean como objetivos particulares:

e Determinacion del equilibrio de acidez del Ibuprofeno en un medio acuoso.
e Determinar el valor de pKa en solucién acuosa empleando espectrofometria UV-Vis
e Determinar el valor de pKa en solucion acuosa empleando Electroforesis Capilar de

Zona.
e Caracterizacion de la molécula y determinacion del valor de pKa en solucion acuosa

empleando DFT

12
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2. CAPITULO ESPECTROSCOPIA UV-VIS

2.1. Marco teorico

2.1.1. Espectroscopia de Absorcion.
Los métodos espectroscopicos de absorcion emplean la absorcion de radiacion

electromagnética que presenta una molécula a una frecuencia caracteristica correspondiente a

la energia de transicion existente entre diferentes niveles de energia electronica.

La espectroscopia de ultravioleta consiste en la observacion de la absorcion de radiacion
electromagnética en las regiones del visible y el ultravioleta del espectro. Un haz de una fuente
luminosa se hace pasar a través de la muestra y la transmision Optica se mide con un detector.

La absorbancia A de una muestra esta descrita por la ley de Lambert-Beer.

A=log™=eb[] 2.1)
Donde

Iy ; Intensidad de la luz incidente.

I : Intensidad de la luz trasmitida a través de la muestra.

[/]: Concentracion de la especie absorbente J

b: Longitud del paso dptico.

g: Coeficiente de absortividad.

2.1.2. Ley de aditividad para absorbancias
Cuando en el sistema existen mas de un componente que absorbe radiacion, se emplea la ley de

aditividad para absorbancias, que asume que las especies actiian independientes unas de otras y

que sus absorbancias son aditivas.

13
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Si las especies LZL, HLZL*D, ,HjL(ZL+j), o, H,LZL*  estan relacionadas mediante el

equilibrio de formacion global, definido de la siguiente manera:
L%t + jH* & H;L?1*)) | cuya constante de formacion es f§; y j va de uno a n especies
Entonces, la ley de aditividad para absorbancia, sera :
AD = AW 4 AW 4 +A§j]?L +o A, (2.2)
= &) b[L7] + &) B[HLAHD 4. +el) B[HLEHD |+ e, b[HyLEL+m)]
A partir de lo anterior se puede determinar que la relacion de las fracciones es

YY)
L= _ AT—AHL
fuL  A}- —A%

(2.3)

Para el caso del equilibrio monoproético que presenta el ibuprofeno, se tiene que:

_ [Ibu~|
pH = pKa + longIbuI (2.4)

Si se establece que la relacion entre fracciones es igual a la relacion en concentraciones

fL_—: [Ibu~|
fuL |HIbu|

Entonces se puede utilizar la ec 2.3 y la 2.4 para obtener el pKa como una funcion de las

absorbancias

2.2. Desarrollo experimental

2.2.1. Reactivos
Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada 18 MQ. Las disoluciones de
Ibuprofeno se realizaron con Ibuprofeno (Reactivo analitico 99.5% Fluka) y metanol (grado

cromatografico Merck). Se trabajo con amortiguador Britton- Robinson preparado con acido

14
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boérico (grado reactivo J.T.Baker), acido fosforico (grado reactivo J.T.Baker), acido clorhidrico

(Merck 1.19 g/ml, 37%) e hidréxido de sodio (Merck 99 %).

2.2.2. Equipo
Se us6 un espectrofotometro UV-VIS (Perkin Elmer Lambda 20). El pH de las disoluciones fue

ajustado empleando un pH-metro Mettler Toledo MP230. Para mantener la temperatura
constante se us6 una celda de reaccion de 10 ml termostatica con un bafio de temperatura Cole

Parmer 12101-10 y un agitador Spinbar.

2.2.3. Pruebas de estabilidad
Con base en lo reportado en la literatura, las pruebas de estabilidad se realizaron bajo las

siguientes condiciones: Temperatura constante de 25 °C, proteccion de la luz usando una celda
de reaccion cubierta de papel aluminio, atmoésfera de nitrogeno y agitacion constante

empleando agitador y barra magnética.
Fijadas las condiciones anteriores, se planted la siguiente metodologia:

Se adicioné a la celda de reaccion 10 ml de una solucion de Ibuprofeno de 1.18x10” M se
ajusto el pH empleando HCI 0.1 M o NaOH 0.1 M, posteriormente se registré la lectura del pH.
Una vez registrado el pH, se siguid el espectro de absorcion haciendo un barrido de 200 a
300nm durante una hora, con intervalos de 1 minuto durante los primeros diez minutos, e
intervalos de 5 minutos durante el resto del tiempo. La misma metodologia se realizd a

concentraciones de Ibuprofeno de 5x10™ M.

2.2.4. Sistema acuoso no amortiguado
Para el seguimiento de la desprotonaciéon del Ibuprofeno y tomando las mismas

precauciones antes mencionadas para la estabilidad, se siguieron las dos metodologias

siguientes:

1. Se preparan 10ml de una solucion 0.01 M de HCl y de la concentracion deseada de
Ibuprofeno, se colocan en la celda de reaccion. Para que la concentracion de
Ibuprofeno sea constante, se preparan 5 ml de una soluciéon 0.1 M de NaOH y de la
misma concentracion de Ibuprofeno. Se realizan adiciones de la segunda disolucion a la
celda de reaccion, al mismo tiempo se registran los valores de pH y el espectro de

absorcion UV-Vis.
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2. Se preparan 10 ml de una solucion 0.01 M de NaOH y de la concentracion deseada de
Ibuprofeno y se colocan en la celda de reaccion. Se preparan 5 ml de una solucion 0.1
M de HCl y de la misma concentracion de Ibuprofeno. Se realizan adiciones en la celda

de reaccion, al mismo tiempo se registran el pH.

2.2.5. Sistema acuoso con amortiguamiento
Se prepara una serie de soluciones amortiguadoras Britton-Robinson 0.01 M en agua, las

disoluciones se ajustan a diferentes valores de pH empleando NaOH 0.1M. Se preparan
aproximadamente diez disoluciones en un intervalo de pH de 3 a 7. A cada sistema
amortiguado se le adiciona la misma cantidad de Ibuprofeno, al mismo tiempo que se registra

el espectro. Se registra el espectro del sistema sin Ibuprofeno para tener el blanco del sistema.

2.3. Resultados

La figura 2.1 muestra el espectro de absorcion del ibuprofeno reportado en la literatura [5], se
reportan tres bandas a 220, 264 y 272 nm. A una concentracion de 5 x 10”° M se observa la
banda de 220 nm. A una concentracion de 1.2x10”M se observan las bandas de 264 y 272 nm
tanto en disolvente metanol como en 0.1 M de NaOH. Las tres bandas son representativas, pero
a altas concentraciones la de 220 es muy intensa y no se alcanza a observar por saturacion del

equipo.
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0.0
210 220 230 240 250 260 270 280 290
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Figura 2.1. Espectro del Ibuprofeno en metanol y 0.1M NaOH [5].

La figura 2.2 muestra el espectro de éste trabajo a diferentes concentraciones. A una
concentracién de 5 x 10° M la banda representativa es 220 nm, mientras que a una
concentraciéon de 1.5 x 10 M se pueden observar también con claridad las bandas en 264 y

272 nm
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Figura 2.2. Espectros del Ibuprofeno en agua reportados en este trabajo, a tres diferentes

concentraciones.

Tanto los espectros reportados en la literatura como los de este trabajo presentan tres bandas a
la longitud de 220 nm, 264 nm y a 272 nm. Debido a que la banda de 220 nm se observa mejor
a bajas concentraciones, mientras que las otras se observan mejor a concentraciones mas altas,
para el presente estudio dividimos el espectro del Ibuprofeno en dos zonas. La primera zona de
200 a 255 nm para analizar la banda de 220 nm y la segunda zona de 232 a 300 nm para
analizar las bandas de 264 y 272 nm.

2.3.1. Estabilidad
Para garantizar que los resultados sean reproducibles, se realizé un estudio sobre la estabilidad

del Ibuprofeno en atmdsfera nitrogenada, cubierta de la luz y a 25°C. El estudio se realizé a pH
2 porque se considera que a ese pH predomina la especie acida y pH 8 porque se considera que
a ese pH predomina la especie basica. A dos concentraciones de Ibuprofeno, 5x10* M (A) y

1.18x10° M (B)

co

1
i Ly
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Para el experimento con una concentracion A y a pH2, la media es de 0.2479 uA después de
la hora se tiene una desviacion de = 0.0079 que equivale al 3.2 %. Para el B a pH 8, la media es
de 0.2848 uA después de la hora se tiene una desviacion de + 0.012 que equivale al 4.3 %. Para
el experimento B a pH 2, la media es de 0.3964 uA después de la hora se tiene una desviacion
de £ 0.0064 que equivale al 1.6 %. Para el experimento A y a pH 8, la media es de 1.097 uA

después de la hora se tiene una desviacion de + 0.082 que equivale al 7.5 %.

No hay un cambio significativo de la absorbancia en funcion del tiempo a pH 2, ni a pH 8. La
sefial de la absorbancia es mas estable sobre todo en tiempos menores a 30 min garantizando

que la desviacion sea menor al 5% para ambas concentraciones.

2.3.2. Sistema con amortiguamiento
La figura 2.3 se muestra la familia de espectros para la zona comprendida entre pH 2.21 < pH <

6.12, en un estudio con soluciones de amortiguamiento a una concentracion de 9.6x10°M. Se
puede observar un maximo en 224 nm y un punto isosbéstico en 233 nm. En las bandas de 224

nm se observa un desplazamiento batocromico e hipercromico.
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Figura 2.3. Espectros de absorcion del Ibuprofeno 9.6x10°M a diferentes valores de pH.

Un acercamiento a la grafica en la zona de 237 a 300 nm se observan dos bandas mas en 264 y

372 nm. También se observa otro punto isosbéstico en 256 nm. En las bandas de 264 y 272 nm

se observa un desplazamiento batocromico e hipercromico.

La figura 2.4 muestra los cambios de absorbancia con respecto a pH para la banda de 224 nm

mostrando la tendencia de una sigmoide.

20

—
| —




1.00
0.95
0.90
0.85 o o S
0.80 .

Aa224 nm

0.75 .
0.70 ¢
0.65

0.60

pH

Figura 2.4. Comportamiento de la absorbancia a 224nm a diferentes valores de pH. 9.6x10°M

Sin embargo la banda de 264 y 272 nm no presenta una tendencia sigmoide.

Por otro lado al realizar un analisis del comportamiento de otras bandas de absorcion se

encuentra que la banda de 238 nm presenta la tendencia, que se muestra en la figura 2.5.
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0.07 * *

0.06 .
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0.04 * o o o ¢
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0.03
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0.01

0
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Figura 2.5. Comportamiento de la absorbancia a 238nm a diferentes valores de pH. 9.6x10°M
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2.3.3. Determinacion de la constante de acidez utilizando SQUAD
Tomando en cuenta que la molécula del Ibuprofeno presenta un protén acido, se plantea el

siguiente equilibrio:
HIbu & Ibu™ + H* (2.5)

Empleando la ley de aditividad de absorbancias, para este caso:

AD =D I[HIbu ]+ &) I[HIbu]  (2.6)

Por lo tanto, se espera que SQUAD arroje la constante global de formacion, es decir, la

constante de acidez y los coeficientes de absortividad molares de la especie protonada y

desprotonada [11]. No se realiza con SQUAD el calculo de un modelo poliprotico porque no

tiene significado fisico.

Al programa se le ingresaron los espectros de de 200 a 255 nm, cada 1 nm. Se alimentaron

nueve espectros de la valoracion. El programa calculd el pKa en 4.345 + 0.033 con una

desviacion estandar total de 3.0x10™ y una suma de residuos de 8.5 x107.

Los coeficientes de absortividad molares de las dos especies se muestran en la figura 2.6, se

observa la banda de 224 nm y el punto isosbéstico en 233 nm.

9000 o
-
8000 s
7000 e
- k 3
£ 6000 ﬁﬁ ." + Hibu
o =
« 5000 ; = = Ibu-
E 4000 iy
[ ]
© 3000 1 * -
2000 I A
. o
1000 ..
0 “aiiteesessaneunenssnssnttiossentity,,,,,,
210 230 250 270
A/ nm

Figura 2.6. Coeficientes de absortividad molar del Ibuprofeno, con sus

respectivas desviaciones estandar
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A partir de los coeficientes de absortividad molares arrojados por SQUAD se calculan los
espectros simulados para ambas especies. Para ello, nuevamente se hace uso de la ley de

aditividad de absorbancias.

) A
A(A) = (Sl(b‘l)i_flbu_ + SE—II)IJufHIbu)b[Ibu] (2.6)

Las fracciones molares de las especies

1
fibu- = TiigwRapm

(2.7)

Como se observa en la figura 2.7 el ajuste es superponible, en la banda de 224 nm para ambos

valores de pH se nota un ligero desajuste.

1.00
0.90
0.80 2.2199
0.70 ——7.4103
0.60 . 2.2199
< 030 - 7.4103
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00 oo
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
A/ nm

Figura 2.7. Espectro del Ibuprofeno 9.5x10°M. El espectro simulado esta representado por lineas

continuas, mientras el experimental por puntos

Con respecto a los puntos isosbésticos, tanto el céalculo tedrico como el experimental
concuerdan exactamente en que el primer punto isosbéstico a una longitud de onda de 233y

para el segundo, el simulado se encuentra a 252 nm, es decir a 4 nm del experimental.
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Los siguientes resultados son de la valoracién con amortiguamiento a una concentracion de
Ibuprofeno de 5.5x10* M. La figura 2.8 muestra la familia de espectros en el intervalo de pH
de 2.584 a 8.315. Se observa un maximo en 225 nm, un punto isosbéstico en 235 nm. Antes de
224 nm se observa que la familia de espectros presenta ruido. El acercamiento muestra las

bandas en 264 y 272 nm, asi como el punto isosbéstico en 251 nm.
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0
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——8315
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Figura 2.8. Espectros de absorcion del Ibuprofeno 5.5x10™* M

a diferentes valores de pH




Se busco que las longitudes de onda que presentan un maximo de absorbancia, en el grafico de
absorbancia con respecto a pH tuviera una tendencia a una sigmoide, sin embargo para las

longitudes de onda de 225, 264 y 272 nm no fue asi.

En cambio, para una longitud de onda de 239 nm, los cambios de absorbancia con respecto a

pH muestran la tendencia de una sigmoide, como se aprecia en la figura 2.9.

0.4
035
0.3 .
0.25
0.2

® o0 ¢ o
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Aa239nm

0.1
0.05
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Figura 2.9. Comportamiento de la absorbancia del Ibuprofeno 5.5x10* M

a diferentes valores de pH. La absorbancia registrada a 239 nm.

Al programa se ingresan los 10 espectros de la valoracion, de 232 a 300 nm, cada 1 nm. El
programa calcul6 el pKa en 4.744 + 0.029 con una desviacion estandar total de 8.86x10™ y una

suma de residuos de 4.3x107

Los coeficientes de absortividad molares de las dos especies se muestran en la figura 2.10, se
ve el méximo en 264 nm y el punto isosbéstico en 235 nm. La figura muestra los coeficientes
de absortividad molares en el intervalo de interés y donde se encuentra el punto isosbéstico a

248 nm, para la regiéon de 264 y 272 nm las desviaciones estdndar de los coeficientes son
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menores al 2 %. Y de manera general, se tienen desviaciones estandar de los coeficientes

menores al 3% en las bandas de interés.

500
450
400 |z
350 = = = |bu-
300 . ....;::I = .'
250 - = P
200 !!:Izs;l' 5% 3
150 -....-" z
100 k3

50 =2

+ Hlbu

e /Mlcm?

240 250 260 270 280 290

A/ nm

Figura 2.10. Coeficientes de absortividad molar estimados por SQUAD.

La figura 2.11 presenta los espectros simulados y los espectros experimentales a dos
terminados valores de pH, se observa que en general los espectros simulados son superponibles
a los espectros experimentales. El ajuste es bueno en el intervalo de 240 a 280 nm que es la

region de interés.
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Figura 2.11. Espectros del Ibuprofeno 5.5x10™ M. Los espectros simulados estan representado por

lineas continuas, los espectros experimentales por puntos

De los dos puntos isosbésticos que se aprecian en esta region se puede decir que son los
mismos para el conjunto de espectros simulados situados en 234 y 248 nm que para el

experimental en 235y 251 nm.

La tabla 2.1 presenta los resultados, de experimentos a diferentes concentraciones, se observa
que a concentraciones pequenias el pKa estd muy bajo y el error es alto. Mientras que para un

pKa de 4.538 el error es diez veces mas pequeiio.

Tabla 2.1. Valores de pKa calculados para sistemas amortiguados.

pKa U Datos c"
9.6x 10~ M 4.345 8.5x107 9 espectros 3.0 x107
+0.033 200 a 255 nm
40x10" M 4.538 2.1x107 8 espectros 7.2 x107
+0.031 232 2300 nm
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48x10° M 4.534
+0.045
55x10™M 4.744
+0.029

7.9 x10°2

4.3 x10™

9 espectros 1.2x107
232 a 300 nm
10 espectros 8.8 x107

232 a 300

U es la suma de residuos y " es la desviacion estandar en el dato de absorbancia

Se realiza una prueba estadistica t, el segundo y el tercer valor de pKa son estadisticamente

iguales al 98% de confianza. En cambio el primer y el ultimo valor tienen una diferencia

significativa.

Por lo anterior se concluye que el mejor valor del pKa empleando la metodologia antes citada es de

4.538 £0.031. La figura 2.12 muestra los coeficientes de absortividad molar estimados por

SQUAD del mejor calculo, las desviaciones son menores al 2% y los coeficientes de la especie

Ibu” son ligeramente mayor a los coeficientes antes reportados.
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255 260
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Figura 2.12. Coeficientes de absortividad molar estimados por SQUAD

( pKa de 4.538 £ 0.031)
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La figura 2.13 muestra la comparacion entre los espectros simulados y los espectros
experimentales, se observa que el ajuste es mejor a los ajustes mostrados con anterioridad. Los
espectros simulados son superponibles a los espectros experimentales.
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A/ nm

Figura 2.13. Espectros del Ibuprofeno 4.0x10* M. Los espectros simulados estan
representado por lineas continuas, los espectros experimentales por puntos

A partir del valor de la constante de acidez, es posible calcular las fracciones molares de ambas

especies para el equilibrio planteado.
HIbu & Ibu™ + H*

La fraccion molar de la especie desprotonada esta dada por la ecuacion 2.7:

1
fibu- = 1 + 10(®Ka-pH)

De esta manera se calcula el diagrama de distribucion de especies. La figura 2.14 muestra el

diagrama para este sistema, es un diagrama tipico de un sistema monodonador.
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Figura 2.14. Diagrama de distribucion del Ibuprofeno (pKa de 4.538)

A partir de las fracciones molares del sistema y de los coeficientes de absortividad molares, es
posible simular el comportamiento de la absorbancia con respecto al pH, a una determinada

longitud de onda.

Aplicando la ecuacion 2.6:

AD = AL + Ay

AW = 51(1;121— [[HIbu™] + egBm [[HIbu]

La figura 2.15 muestra dicho comportamiento, a una longitud de onda de 264 nm y a una
concentracion de 1x10™ M de Ibuprofeno. Se puede observar que el comportamiento simulado,

concuerda con lo encontrado en la experimentacion.
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Figura 2.15. Absorbancias a 264 nm simuladas de las especies del Ibuprofeno 1x10™*M
a diferentes valores de pH (pKa de 4.538).

La absorbancia en la zona de valores de pH basicos es mayor, porque la especie predominante

es la especia desprotonada cuyo coeficiente de absortividad molar es mas grande.

2.3.4. Sistema sin amortiguamiento
Se registraron los espectros en un intervalo de pH 7.733 a 2.285 en 11 espectros. La banda de

224 nm dio un maximo de 1.5 unidades de Absorbancia y las bandas de 264 y 272 nm dan un
maximo de 0.08 uA. La figura 2.16 muestra las bandas de 264 y 272 nm, se ve que conforme

disminuye el pH se observa un efecto hipsocromico e hipocrémico para esas bandas.
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Figura 2.16. Espectros de absorcion del Ibuprofeno a 1.5x10™* M a diferentes valores de pH.

Se esperaba una tendencia sigmoide en 242, 264 y 272 nm. La figura 2.17 muestra el
comportamiento de la absorbancia a diferentes valores de pH, se observa que la tendencia
sigmoide se pierde debido a la falta de datos experimentales cercanos al pKa esperado. Que el

sistema no esté amortiguado es una posible explicacion de la ausencia de datos en la region.
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Figura 2.17. Comportamiento de la absorbancia del Ibuprofeno 1.5x10™* M a diferentes valores de pH.

La linea continua corresponde al ajuste.
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Ingresando los 100 datos de 200 a 300 nm, se obtiene un pKa de 3.7 con errores muy altos. Por
esta razon se ingresé a SQUAD la familia de espectros de 232 nm a 300 nm, se obtuvo un valor
de pKa de 4.491 + 0.087 con una desviacion estandar total de 1.9x10™ y una suma de residuos
de 2.3x10™%. Cuando se ingresa los datos de 200 a 255 nm se obtuvo un pKa de 3.749. Esto se
puede explicar a partir de reconocer que cuando el sistema no esta amortiguado, el hidréxido

de sodio del sistema contribuye a la absorbancia.

La siguiente tabla 2.2 presenta un resumen de los valores de pKa determinados sin

amortiguamiento.

Tabla 2.2. Valores de pKa calculados para sistemas no amortiguados.

pKa U Datos c°

5.0x10° M 4.792 2.9x107 11 espectros 7.6 x10
10.049 200 a 255 nm

1.0x 10" M 4.727 3.1x107 18 espectros 1.68 x10™
+0.024 232 a 300 nm

1.5x10* M 4.491 2.3 x107 11 espectros 1.9 x10°
+0.087 232 a 300 nm

U es la suma de residuos y ” es la desviacion estandar en el dato de absorbancia

Se observa que los errores son mayores en comparacion con los experimentos con
amortiguamiento. De los experimentos sin amortiguamiento el mejor es el del experimento a
1.51 x 10* M el que presenta una desviacion estandar en dato de absorbancia mas pequeiia, el

pKa es de 4.491.

De igual manera cuando se realiza la simulacion, se obtiene un ajuste de menor calidad

comparando con el ajuste cuando se utiliza valores de pKa en sistema amortiguado.
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2.4. Conclusiones

Se pudo identificar al Ibuprofeno de manera cualitativa, comparando los espectros
experimentales con lo reportado en la literatura. Los espectros experimentales estdn en una
disolucion de metanol y en una disolucién 0.1 M NaOH mientras que los experimentales estan

en disolucion acuosa, a pesar de eso las bandas representativas siguen siendo las mismas.

Con respecto a la estabilidad se concluye que bajo la metodologia propuesta, no se tiene el

inconveniente de que el Ibuprofeno presente productos de descomposicion.

De la determinacion del pKa empleando espectrofotometria UV-Vis, se tiene que los mejores
resultados se observan empleando un sistema acuoso con amortiguamiento. Esto se puede
afirmar porque los errores arrojados por los calculos de SQUAD son menores. Concuerda con
que los espectros simulados utilizando los coeficientes de absortividad molar son superponibles

a los espectros experimentales.

La razon por la que los experimentos con sistema amortiguado son mejores se debe a que en el
sistema amortiguado no hay un cambio del valor de pH, pero también se deben a que con la

resta del blanco amortiguado, se elimina el error que se produce por la absorcion de NaOH.

Para el caso de un sistema con amortiguamiento, el mejor calculo es un valor de pKa de 4.538
+ 0.031, mientras que para un sistema sin amortiguamiento el mejor calculo es a una
concentracién de 1.5x 10* M con un pKa de 4.491 + 0.087. De estos dos datos, se realiza una
prueba estadistica t y se encuentra que los valores tienen una diferencia significativa. Por lo
anterior se concluye que el mejor valor de pKa es empleando la metodologia con sistema

amortiguado y es el de 4.538 + 0.031.

Si comparamos este resultado con lo encontrado en la literatura encontramos que entra dentro
del rango encontrado en la literatura, pero ademas consideramos que este valor de pKa es de
mayor calidad puesto que la mayoria de los datos reportados son el resultado de aplicar una

extrapolacion.
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3. CAPITULO ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

3.1. Marco teorico

La electroforesis capilar de zona es una técnica de separacion por carga y tamafio. La
electroforesis consiste en colocar un electrodo positivo y otro negativo dentro de una
disolucion con iones, posteriormente se aplica una diferencia de potencial. Cuando se emplea
un capilar rellenado por una disolucion de separacion que es ademas una disolucion reguladora,
se conoce como electroforesis capilar. El proceso electroforético que ocurre en el interior del
capilar es definido como la migracién de iones en disolucion por atraccion o repulsion de un
campo eléctrico. La separacion ocurre cuando los cationes se mueven en una direccion (hacia
el catodo) y los aniones a otra (hacia el 4nodo). El mecanismo de separacion se basa en las
diferencias en la relacion carga/masa, éstas implican distintas movilidades electroforéticas.
Debido al uso de capilares de silice se provoca un flujo electroosmético que hace mover a los
iones y a moléculas neutras en el medio, del anodo al catodo. La movilidad aparente del analito

es una contribucion de los dos fendmenos; electroforético y electroosmotico.

Por estas razones es necesario usar una sustancia neutra que se define como marcador de flujo
electroosmético y su tiempo de migracion es el tiempo de migracion del flujo electroosmotico.
Cuando se separan las contribuciones para quedarse con la contribucion electroforética, se tiene
la ecuacion de la movilidad efectiva del analito. Asi la movilidad efectiva del analito es

caracteristica de la especie quimica segln su carga y masa.

3.1.1. Capilares
Los capilares para esta técnica, son capilares de silice fundida de un didmetro interno entre los

50y los 75 umetros, recubiertos con una capa muy delgada de poliimida [12]. La silice fundida
cumple con el requisito de ser transparente en la region UV-Visible, requisito necesario si el

detector en linea es un detector optico.

El capilar se encuentra dentro de un tubo de pléstico que es llenado de un liquido refrigerante.
La silice fundida del capilar disipa el calor de joule hacia el liquido refrigerante, permitiendo

mantener controlada la temperatura.
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La poliimida permite que el capilar de silice tenga la flexibilidad necesaria para no quebrase, la
capa de poliimida cubre casi todo el capilar, exceptuando unos micrometros en la extremidades
y aproximadamente un milimetro en la seccion de la ventana del capilar. La ventana del
capilar es la seccion del capilar por donde pasa el haz de luz, por esta razon esta seccion del
capilar no se encuentra recubierta de poliimida. La ventana del capilar estd delimitada por una
pieza que controla exactamente la longitud de la misma. Las dimensiones de la ventana
controlan el area de pico. Se utiliza una ventana de 500 um cuando se trabaja con
concentraciones muy diluidas o con una ventana de 800um para el resto de las
concentraciones. En cambio, la longitud del paso Optico se encuentra controlada
exclusivamente por el diametro interno del capilar [13]. El area de pico y la longitud de paso
optico son pardmetros que necesitan ser elegidos con cuidado para obtener menor dispersion de

€Iror.

Dentro del capilar los grupos silanol juegan un papel muy importante. Los grupo silanol se
encuentran protonados cuando estan en presencia de una disolucion &cida, pero en presencia

de disoluciones basicas, los grupos silanol se encuentran desprotonados.

Cuando los grupos silanol se encuentran desprotonados, la pared del capilar se encuentra
cargada negativamente, como se explicé con anterioridad, para que ocurra el fenomeno de la
electrodsmosis, es necesario que la pared del capilar se encuentre cargada, que para el caso de

los capilares de silice fundida, la carga s6lo puede ser negativa.

3.1.2. Acondicionamiento del capilar
Es el proceso que se realiza en el equipo para que dentro del capilar ocurra el fendmeno de

electro6smosis es necesario que la pared del capilar este cargada negativamente y que la

solucidn buffer de trabajo se encuentre cargada positivamente.

Consiste practicamente en tres pasos. Limpiar el capilar de la presencia de otras especies, con o
sin carga, para posteriormente hacer pasar una solucion de hidroxido de sodio, la cual
garantiza que los grupos silanol se encuentren en su totalidad desprotonados. Finalmente se

hace pasar la solucion buffer de trabajo.

La limpieza se lleva acabo haciendo pasar agua desionizada a presion durante el tiempo

necesario para llenar el volumen del capilar dos veces. El software del equipo cuenta con un
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programa para calcular las condiciones hidrodindmicas para que esto ocurra, dependiendo del
capilar que se esta utilizando. Para el caso en particular de un capilar de 50 um de diametro
interno y una longitud total de 50.2 cm, el lavado hidrodinamico se realiza a 20 psi durante 2

minutos.

Posteriormente se inyecta NaOH 0.1M bajo las mismas condiciones hidrodindmicas de 20 psi
durante 2 minutos. El exceso de la disolucion de hidroxido de sodio se debe de retirar para que
no interfiera con las mediciones a realizar, para ello se emplea la inyecciéon de agua

desionizada a las mismas condiciones.

El buffer de trabajo se inyecta a 20 psi durante 4 minutos. Un tiempo mayor en la inyeccion
garantiza que a lo largo de todo el capilar se forme la doble capa. La doble capa se compone de
una capa adsorbida, son cationes inmoviles que se quedan en la interfase con los grupos silanol
desprotonados y una capa difusa alejada de la interfase del capilar, que se encuentra compuesta
de cationes que se pueden mover libremente. La capa adsorbida es la solucion buffer de trabajo
cargada positivamente. Cuando el interior del capilar se han generado las condiciones para la

existencia de esta doble capa, se dice que el capilar estd acondicionado.

3.2. Metodologia

3.2.1. Reactivos
Para todos los experimentos se utiliza agua desionizada 18 M, asi como metanol, acetona y
todos los reactivos para los amortiguadores grado analitico. Se usa una disolucion de 5x107* M
de Ibuprofeno en una mezcla metanol-agua al 10 % v/v. Se usa amortiguador Britton-
Robinson 0.01 M en agua, se preparan disoluciones a diferentes valores de pH. Se emplea

acetona 10 pl/ml como marcador neutro.

3.2.2. Equipo
Se utiliza un P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System (Beckman Coulter) con un capilar

de 50um de didmetro interno y 50.2 cm de largo, con la ventana al detector a 40 cm desde la

inyeccion y un detector de arreglo de diodos.

La inyeccion de la muestra se hace de manera hidrodinamica a 0.5 psi por 5 s en pH superiores

a 5. La inyeccion se aumenta a 1 psi en valores de pH menores a 5. Para cada valor de pH se
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hacen tres repeticiones. Se aplica un voltaje de 20 kV con polaridad invertida y a temperatura
de 25° C. Los analitos se detectan por su absorbancia UV-Vis. Los electroferogramas y los

datos se analizan con el software 32 Karat y Origin pro 8.

Con el proposito de que la columna esté acondicionada, el capilar se lava antes de cada corrida

2 min con NaOH 0.1 N, 2 min con agua y 4 min con buffer.

3.3. Resultados

3.3.1. Electroferogramas
Se realizaron una serie de inyecciones de la muestra para seleccionar la longitud de onda a la que
es leido el electroferograma. La figura 3.1 muestra electroferogramas, empleando una solucién de
Ibuprofeno 4.8 x10*M amortiguada con una solucién Britton-Robinson 0.01M pH
aproximadamente de 8. Los electroferogramas son registrados a diferentes longitudes de onda, lo
que se observa es que a una longitud de 220 nm no hay un registro de la acetona, esto se debe a

que la acetona no absorbe a esa longitud de onda.
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Figura 3.1. Electroferograma registrado a varias longitudes de onda, de una solucion de Ibuprofeno
4.8x10™*M con una solucién reguladora Britton-Robinson 0.01M pH 8

A 264 nm se observan los dos picos, el pico de la acetona es mayor porque a esa longitud los
coeficientes de absortividad molar del Ibuprofeno son pequefos. A 272 nm también se pueden
observar ambos picos. Aunque pequefia la diferencia en los coeficientes de absortividades
molares, permiten que a 264 nm el electroferograma sea mejor. A partir de estos resultados, se

eligi6 utilizar los electroferogramas a 264 nm.

3.3.2. Electroferogramas a diferentes valores de pH
Una vez elegida la absorbancia, se obtienen electroferogramas a diferentes valores pH. La

figura 3.2 muestra el electroferogramas obtenido de una solucién de Ibuprofeno 5x10™*M con
una soluciéon reguladora Britton-Robinson 0.01M pH 5.2. La acetona tiene un tiempo de
migracion de 0.69 min, que como se dijo antes equivale al tiempo del flujo electroosmético. El
ibuprofeno sale al 1.13 min, por lo tanto la carga promedio de las especies es negativa puesto

que el Ibuprofeno sale después de la acetona.

5.9
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49
3.9
29
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Ibuprofeno
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Figura 3.2. Electroferograma registrado a 264 nm, de una solucion de Ibuprofeno 5x10™*M
con una solucién reguladora Britton-Robinson 0.01M pH 5.229
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Es importante mencionar que los tiempos de migracion son determinados haciendo uso del
programa computacional Origin pro 8.1, en dicho programa los electroferogramas son
analizados. De esta manera es posible, restar la linea base, calcular el porcentaje de area del
pico y determinar el tiempo de migracion con una mayor precision. Remover la linea base
permite obtener los porcentajes de area de pico de una manera mas uniforme y calcular el

porcentaje de area de pico permite reconocer la reproducibilidad de la medicién.

La tabla 3.1 muestra los tiempos de migracion de la acetona y del ibuprofeno a diferentes
valores de pH que se determinaron a partir sus respectivos electroferogramas registrados a 264
nm, se observa que los tiempos de migracion del ibuprofeno son siempre tiempos mayores al

tiempo de migracion del marcador del flujo electroosmético.

Tabla 3.1. Tiempos de migracion para la acetona y para el ibuprofeno

pH Tiempos de migracion (s)
Acetona Ibuprofeno
7.685 31.75 46.74
6.739 33.74 52.25
5.229 39.74 62.74
5.000 58.99 101.75
4.805 70.74 128.00

3.3.3. Movilidades Aparentes
A partir de los tiempos de migracion, se calculan las movilidades aparentes. La movilidad

aparente de la acetona y del Ibuprofeno se calcula empleando la siguiente relacion [3]:

u:LTL_eff

= 3.1)

Donde:

@ : Movilidad aparente del analito (m*V™'s™)
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Lt: longitud total del capilar (m)
L. : longitud efectiva al detector (m)
V : voltaje (V)

tm : tiempo de migracion del analito (s)

Tabla 3.2. Movilidades aparentes de la acetona y del Ibuprofeno

pH Movilidad x 10* (m*V's™)
Acetona Ibuprofeno

7.685 8.06 5.48

6.739 7.58 4.89

5.229 6.44 4.08

5.000 4.34 2.52

4.805 3.62 2.00

La tabla 3.2 nos permite observar que existe una disminucién de la movilidad aparente
conforme aumenta el pH, para ambos solutos. La acetona es el marcador del flujo
electroosmético, por lo que las movilidades de la acetona son a su vez las movilidades
electroosmoticas. De esta manera, si se grafica la movilidad aparente de la acetona como una
funcién del pH, como se muestra en la figura 3.3, se puede observar que la disminucion
presenta la tendencia sigmoidea. Es equivalente a la disminucion del flujo electroosmotico
debido a que conforme la solucion buffer se acerca a valores de pH acidos, la solucion deja de

estar cargada positivamente y el fendmeno de la electrodsmosis disminuye.
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Figura 3.3. Comportamiento de la movilidad electroosmotica a diferentes valores de pH

Por esta razon, en el grafico se ha agregado un punto calculado tedricamente, es el valor de la

movilidad a pH cero.

3.3.4. Movilidad efectiva

Como se menciond con anterioridad, la movilidad aparente es una contribucion de los
fenomenos electroforético y electroosmético. Como se pretende que la propiedad medible sea
solo funcidon de las especies quimicas segin su carga y masa, es necesario determinar la

movilidad efectiva del analito.

La movilidad efectiva se calcula con la ecuacién [14]

@) e

Donde:
Uer : Movilidad efectiva del analito m*V's™h

1 : longitud del capilar de la inyeccion al detector (m)

L: longitud total del capilar (m)
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V :voltaje (V)
tm : tiempo de migracion del analito (s)

teor : tiempo de migracion del flujo electroosmotico (s)

Aqui cabe aclarar que el lector puede estar acostumbrado a encontrar las movilidades efectivas
como un valor absoluto, en las referencias de electroforesis es mas usual encontrar valores
absolutos de movilidad efectiva, sin embargo en quimica analitica es correcto reportar valores

de movilidad efectiva con signo.

Tabla 3.3. Movilidades efectivas del Ibuprofeno

pH weffx 10% (m*V's™)
7.685 -2.587
6.739 -2.690
5.229 -2.459
5.000 -1.842
4.805 -1.610

Resulta que cuando se emplea la electroforesis como una técnica analitica se hace coincidir el
orden de la resta del efecto del flujo electroosmético de tal manera que el signo de la movilidad
efectiva coincida con el signo de la carga de la especie. Esto me permite comenzar con la

discusion acerca del modelo que se utiliza en este trabajo para calcular la constante de acidez.

Otras referencias han demostrado que los cambios de la movilidad efectiva con respecto al pH
se deben a la presencia de constantes de equilibrio y que el cambio no es lineal. La movilidad
efectiva es una propiedad que esta ponderada por la fraccion molar de las especies del analito

de acuerdo a la ecuacién [15]:

Uerr = Di fi U (3.3
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A su vez, cuando se tiene un equilibrio quimico rdpido, las especies
L%, HLEAD, o HLED, o H, LELm estan relacionadas mediante el equilibrio de

formacion global, definido de la siguiente manera:

L%t + jH* & H;L¥1*)) cuya constante de formacién es §; y j va de uno a n especies

Las fracciones molares se calculan de acuerdo a la ecuacidn:

_LZL 1
fo=f=7= 1+, [H¥ ]+ B2 [H¥ 12 +..+ B [HY 4.+ B [HH]" 34
Y la movilidad efectiva para este equilibrio sera:
uy = upfy +uppfur + ot ugnfu o e fu (3.5)

Para el caso en concreto del sistema, el equilibrio de disociacion del Ibuprofeno, es s6lo uno y

Se representa como:

HIbu < Ibu” + H*

La movilidad efectiva es una contribucion de la movilidad de cada especie, como se establece

en la siguiente ecuacion:

Herr = Uibu~fiou= + BribufHibu (3.6)
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Y la fraccion molar de la especie desprotonada es:

1

Con base a lo anterior, es como se puede entender que la movilidad efectiva como una funcion

del pH es de comportamiento sigmoide.

Veamos el siguiente ejemplo del comportamiento de las movilidades efectivas en un caso

general en que las especies son L™, HL y H,L*, la curva sigmoide puede ser dividida en tres

casos, los cuales se muestran en la figura 3.4.
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Figura 3.4. Esquema del comportamiento de las movilidades efectivas

tlempo/min

Debido a que las muestras se introducen desde el 4&nodo y el flujo electroosmdtico se mueve del

anodo al catodo, los cationes tendran tiempos de migracion menores que las moléculas neutras,

y los aniones tendran tiempos mayores que las neutras.
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Caso I, Sitm< teor, €l cdlculo de la p, 5 arrojara valores positivos, representa la presencia de

las especies HL y H,L*

Caso 2, predominio de la especie neutra. De la figura 3.4 se observa que si ty, tiene el mismo
valor que teor €l valor de la movilidad efectiva es cero. Esto ocurre si el analito no presenta

carga es decir, si en el analito predomina la especie neutra HL.

Caso 3, Sity, > teor, €l calculo de la u, ff arrojara valores negativos, representa la presencia de

las especies L™, HL

3.3.5. Resultados de Estabilidad
Una vez que los pardmetros para determinar las movilidades efectivas han sido seleccionados

y con el proposito de que el estudio tenga veracidad, se analiza el comportamiento de las
especies quimicas del Ibuprofeno en solucién en funcion del tiempo. La determinacion de la
estabilidad del Ibuprofeno consiste en registrar los porcentajes de area de pico del analito en un
intervalo de tiempo durante el cual se espera que no se presenten variaciones importantes. Para
ello se obtienen electroferogramas a diferentes tiempos, manteniendo el pH constante. En la
figura 3.5 se tiene graficada el porcentaje de 4rea de pico de una solucién de Ibuprofeno 5x107
M amortiguada con una solucién Britton-Robinson 0.01M pH 7.11, en un intervalo de tiempo

aproximado de dos horas. En ese lapso se obtiene una desviacion estandar relativa menor al 2

%.
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Figura 3.5. Comportamiento con respecto al tiempo, siguiendo el porcentaje de area de pico de la sefial
del Ibuprofeno 5x10*M a un pH de 7.11.

A partir de los mismos datos, y empleando los datos de tiempo de migracion de la acetona
también se obtiene la movilidad efectiva del ibuprofeno, la figura 3.6 muestra la movilidad
efectiva en el mismo intervalo de tiempo, la desviacion estandar relativa es menor al 3%.
Estudios similares se hicieron a otros valores de pH. Después de analizar los resultados, y
tomando en cuenta, que el tiempo de trabajo es de aproximadamente una hora, se puede afirmar

que en este intervalo de tiempo el Ibuprofeno es estable.
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Figura 3.6. Comportamiento con respecto al tiempo, siguiendo la movilidad efectiva del

Ibuprofeno 5x10™*M, pH 7.11.
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3.3.6. Comportamiento del la movilidad efectiva a diferentes valores de pH
La figura 3.7 muestra la movilidad efectiva contra pH, de soluciones de Ibuprofeno 5x10*M

amortiguadas con solucion Britton-Robinson 0.01M en agua, a diferentes pH. Los puntos

representan las movilidades experimentales, que se obtuvieron por triplicado.
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Figura 3.7 Movilidad efectiva de una disolucién de Ibuprofeno 5x10*M en funcion del pH.

Amortiguada con soluciéon acuosa Britton-Robinson 0.01M

En la zona de pH mayores de 4.805 se tienen las movilidades que muestran la tendencia

esperada de una sigmoide.

A partir de lo planteado con anterioridad, se determinan las movilidades efectivas de ambas

especies.

Tabla 3.4. Movilidades efectivas de las especies del Ibuprofeno

Especie

HIbu

Ibu

weffx 10° (m?V's™)

0

-2.638

—
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Salta a la vista la ausencia de datos experimentales a valores de pH menores a 4.6. Esto se debe

a dos motivos que analizaré a continuacion.

La figura 2.14 muestra el diagrama de distribucion en fraccion molar. Se puede observar el
orden de magnitud de la fraccién mol del Ibu” a antes del pKa, a valores menores a pH tres, la

fraccion es practicamente cero.

La tabla 3.5 muestra las fracciones molares de la especie Ibu™ a ciertos valores de pH. La
siguiente columna muestra la movilidad efectiva a ese pH. La movilidad efectiva se calcula
empleando la ecuacion porr = Uiy~ fipu— + Uuipufuipu, Tecordemos que la movilidad efectiva

esta ponderada por la fraccion de las especies.

Tabla 3.5. Fracciones molares y movilidades efectivas estimadas de las

especies del Ibuprofeno

pH fiou- Hefr

4.5 4.48E-1 1.18E-8
4.0 2.04E-1 5.40E-9
3.5 7.52E-2 1.98E-9

3.0 2.51E-3 6.61E-10
2.5 2.06E-3 2.13E-10
2.0 2.56E-3 6.76E-11

Conforme disminuye el valor de pH, el fenémeno electroforético deja de tener influencia o
dicho de otra manera, se tiene el problema de tener una escasa contribucion electroforética

debido a que la especie predominante es la neutra.

Aunado al problema anterior, se tiene una disminucion de la contribucion electroosmética
debido a que los elementos del buffer estdn en buena medida protonados a pH entre 1 y 3.

Después del acondicionamiento del capilar, la pared del capilar se encuentra cargado
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negativamente. Si el buffer no se encuentra cargado positivamente, aiin cuando se aplica un

potencial, no hay movilidad electroosmotica.

Lo anterior nos permite pronosticar que a un pH menor a 3 la fraccion molar de la especie
ionica es lo suficientemente pequeia para que a nivel experimental no se obtenga sefial en un el
electroferograma. De hecho si quisiéramos ser mas claros, se puede utilizar los valores del
diagrama de la figura 2.14 y las ecuaciones 3.1 a 3.3 y 3.6, para demostrar que los tiempos de

migracion a estos pH &cidos son inadecuadamente largos.

Sin embargo de la formalidad de las ecuaciones fisicas que describen la técnica, podemos
obtener dos puntos a favor. El mas importante es que la técnica nos permite tener un punto mas
en nuestra grafica de movilidad efectiva en funcion del pH. La movilidad efectiva de la especie
neutra es cero, lo que hace que a pH cero, se tiene un valor exacto de cero para la movilidad

efectiva total.

El segundo punto es que la grafica nos permite pronosticar que a un pH superior a 3 es posible
obtener electroferogramas. Se usa entonces la fraccion molar para estimar los posibles tiempos
de migracion. El tiempo de migracion estimado puede diferir al que realmente encontramos a
nivel experimentacion, claro que eso depende de varios factores, como por ejemplo la
temperatura y la viscosidad del flujo, los cuales a su vez dependen del calor de Joule, pero no
es necesario obtener el tiempo de migracion calculados de manera exacta, ya que esto sirve
solo de guia para la experimentacion. Se procede entonces a la modificacion de la muestra,
parametros de inyeccion y modo de separacion, con el proposito de obtener seiial a un pH

inferior al valor de 4.805.

3.3.7. Determinacion de tiempos de migracion a pH inferior a 4.805
A partir de los resultados anteriores se modifica la metodologia. Lo primero que se plantea es

modificar la preparacion de la muestra, se decide prepar la muestra en una disolucion al 100%
metanol. De la muestra en metanol se toma una alicuota de 880 pl para preparar el vial de

inyeccion de la muestra. Esto se realiza para eliminar la posibilidad de que el Ibuprofeno tienda
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a precipitarse dentro del capilar, porque como se ha mencionado a pH 4cidos la solubilidad del

Ibuprofeno disminuye [7-9].

Lo que se discute a continuacién tiene el propdsito de demostrar que los resultados con la
muestra disuelta en metanol pueden ser computados con los resultados que se obtuvieron

empleando la mezcla metanol-agua al 10 % v/v.

Se utiliza el sistema CE EXPERT [10] propio del equipo, para determinar el volumen en nl
(nanolitros) del capilar que estamos utilizando, se determina también el volumen en nl de la
muestra que se inyecta de acuerdo a las condiciones hidrodindmicas. Se encuentra que el
porcentaje en volumen del metanol dentro del capilar durante la medicion es muy parecido al
porcentaje de metanol que se encuentra dentro del capilar cuando la muestra se disolvio en la

mezcla de metanol-agua.

Por si esto fuera poco convincente, hay que decir que la cantidad de metanol dentro de la
muestra no influye en la movilidad efectiva puesto que la poca contribucion que pueda tener, es

restada por la forma de la ecuacion 3.2 de movilidad efectiva.

Una vez aclarado lo anterior, se procede a modificar de la metodologia las condiciones de
inyeccion, asi como el modo de separacion de la muestra. La temperatura de trabajo es al igual

que para los ostros puntos de 25°C.

La muestra se inyecta a 1 psi durante 5 segundos, se usa el capilar de longitud mas corta que es

el de 30 cm, la separacion es de manera normal a 20 kV. Cada punto se realiza por triplicado.

Tabla 3.6. Movilidades aparentes de la acetona y del Ibuprofeno

pH Tiempos de migracion (s)
Acetona Ibuprofeno
4.399 105.2520 183.2538
4.331 104.7504 169.0032
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4.182 121.0026 187.5036
3.964 135.0030 193.5036

Se observa que a pesar de que es un capilar de longitud mas pequefia y de que la inyeccion es

del doble de presion, los tiempos de migracion son mas largos como se esperaba.

Tabla 3.7. Movilidades efectivas del Ibuprofeno

pH Hepr X 107 (m*V''s™)
4.399 -6.1874
4.331 -5.5530
4.182 -4.4845
3.964 -3.4262

Los resultados de movilidad efectiva son del orden de magnitud que se esperaba. Bajo estas
condiciones no es posible encontrar electroferogramas con sefial a un pH inferior a 3.964. Pero
cabe mencionar, que de igual manera se intenta realizar un punto mas a pH de 3.856 aplicando
la misma metodologia que se uso anteriormente y aplicando polaridad invertida. El
electroferograma se encuentra un poco distorsionado y resulta dificil determinar los dos picos

(senal de la Acetona y del Ibuprofeno).

3.3.8. Célculo de la constante de equilibrio empleando SQUAD
Debido a que las ecuaciones de la ley de aditividad para absorbancias tiene la misma forma que

la de movilidad efectiva, es posible utilizar el programa computacional SQUAD para ajustar el
valor de la constante de acidez de un equilibrio monoprotico [6]. Siguiendo con la analogia,
asi como en espectrofotometria SQUAD es capaz de determinar el valor de la constante de
acidez y los coeficientes de absortividad molares de las dos especies, cuando se ingresen las
movilidades efectivas, SQUAD obtendrd un valor refinado de la constante de acidez y las

movilidades efectivas de las dos especies.
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De los resultados de la seccion anterior, se ingresan los valores de movilidad efectiva de nueve
valores de pH, por triplicado. A esto se suma el valor de origen, que como se discutid
anteriormente la movilidad efectiva tiene el valor de cero a pH cero. Bajo estos datos es posible
calcular el valor de pKa a pesar de la ausencia de datos experimentales en un intervalo mas

acido.

Al programa se le ingresaron las movilidades efectivas, los valores de pH y un valor
aproximado de pKa de 4.2. El programa obtuvo un valor de pKa de 4.548 + 0.065. En la figura
3.8 el ajuste por SQUAD se representa con la linea continua, que se realizd a partir de la

ecuacion 3.6, la curva muestra su forma sigmoide que coincide con la forma de los datos

experimentales.
0 e
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& _1E-08
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Figura 3.8. Grafica de la movilidad efectiva contra pH (pKa 4.548) de soluciones de
Ibuprofeno 5x10™*M amortiguadas con solucion Britton-Robinson 0.01M a diferentes pH.

La linea s6lida corresponde al ajuste por SQUAD.

Se realiza una prueba estadistica ¢ para comparar con el resultado que se obtuvo empleando
espectroscopia UV-Vis, recordando que se obtuvo un pKa de 4.538 +£0.031. Del resultado de la

prueba ¢, se tiene que los dos valores experimentales son estadisticamente iguales al 90% de

confianza.
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3.3.9. Calculo de los coeficientes de absortividad molar empleando ECZ
A partir de los electroferogramas es posible calcular los coeficientes de absortividad molar, al

menos, para la especie desprotonada. Una vez que los electroferogramas son analizados en

Origin, el punto maximo del pico es registrado.

A una unidad logaritmica después del pKa, la especie predominante es la especie desprotonada,

la absorbancia maxima debe ser constante ya que la ley de aditividad para absorbancias es:

AP =D lbut]  (37)

La tabla 3.6 muestra una serie absorbancias méaximas registradas de los electroferogramas del
ibuprofeno a una longitud de 220 nm. Los electroferogramas se realizaron bajo las siguientes
caracteristicas: La concentracion del Ibuprofeno en el vial es de 1.38 x 10™* M de Ibuprofeno, la
solucion buffer de trabajo es de 0.014 M en agua. La inyeccién de la muestra es de manera
hidrodinamica y se trabajo con un capilar de diametro interno de 50 um, por lo que la longitud

de paso optico es de 0.005 cm.

A partir de la concentracion en el vial y tomando en cuenta las dimensiones del capilar y las
condiciones de inyecciéon de la muestra, se puede calcular la concentracion de Ibuprofeno

presente en el capilar.

Tabla 3.8. Absorbancias maximas registradas y coeficientes de absortividad molar estimados

AR 10° (uA) | 29 (Mt em™)
5.010 4.13x10°
5.123 5.02x10°
5.249 6.12x10*
( |
L > )



El orden de magnitud del coeficiente de absortividad molar calculado, 81(552), concuerda con la

magnitud de los coeficientes que se obtuvieron durante los trabajos con espectrofotometria

UV- Vis, sin embargo no son exactamente iguales. Calcular los 51(1;11)1— a otras longitudes de

onda, nos permitiria hacer una comparacion mas rica y acertada. Como el equipo de ECZ
cuenta con un arreglo de diodos, si es posible obtener los electroferogramas a las mismas
longitudes de onda con las que se trabajo en UV, sin embargo el procesamiento de los datos

sera largo, por lo que este trabajo no los presenta.

3.4. Conclusiones

El estudio por electroforesis capilar permite confirmar que el equilibrio de disociacion del
Ibuprofeno en el sistema es el que se plante6 en la ecuacion 2, esto debido a que el
comportamiento de las movilidades efectivas contra pH corresponde a lo esperado para un solo
equilibrio de disociacion. Y la carga promedio de las especies coincide con la carga propuesta

del equilibrio es decir, HIbu como especie neutra y Ibu” como especie anionica.

Fue posible trabajar bajo condiciones que garantizan que la solucion de Ibuprofeno es estable.
El valor de pKa 4.548 + 0.065 se calculé empleando ECZ, empleando una metodologia basada
en la movilidad efectiva del compuesto en funciéon del pH. El valor que se obtuvo es
estadisticamente comparable con el valor que se obtuvo empleando espectroscopia UV-Vis.
Dado que ECZ no es sensible a los disolventes neutros, la presencia del metanol en el
disolvente no afecta el valor del pKa, por lo que podemos afirmar que el valor de pKa

reportado es en medio acuoso.

Emplear un equipo con deteccion Optica, permite ademds estimar los coeficientes de

absortividad molar de especies cargadas eléctricamente.
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4. CAPITULO CARACTERIZACION FISICOQUIMICA EMPLEANDO DFT

4.1. Marco Teorico

La Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) es un método que utiliza los principios de la
mecanica cuantica para obtener informacion relevante a partir de la densidad de probabilidad
electronica. A partir del desarrollo de la quimica cuantica se establecid que es posible obtener

la energia molecular de un sistema resolviendo la ecuacién de Schrédinger.
H‘P(rl,rz,...,rN)zE‘I’(lq,rz,...,rN) 4.1)

Uno de los problemas que se presenta es que para encontrar la funcion de onda la resolucion es
compleja debido a las variables incluidas en la resolucion del problema. Para un sistema de N
electrones, resolver la funcion de onda, si s6lo depende de la posicion (x,y,z) seran un

problema de 3N variables.

po(™) = [ |‘P (rl,rz,...,rN)|2 dry..dry (42)

En 1964 Hohenberg y Kohn demostraron que en moléculas con estado fundamental no
degenerado, la energia molecular del estado fundamental es un funcional de la densidad de
probabilidad [16-17]. Demostraron que la densidad de probabilidad electrénica determina el
potencial externo, el cual a su vez solo depende de r, esto es importante porque entonces

también la densidad determina el Hamiltoniano y no solamente la funcion de onda.

Eo = Ey[pol = Tlpol + Vielpol + Veelpol (4.3)

Del Hamiltoniano, los términos cinéticos y de repulsion de electrones pasan a ser funcionales y
se pueden resolver por separado. El funcional asociado al término cinético tiene la ventaja de
ser universal por lo que so6lo se debe de resolver una vez para el sistema. El otro funcional tiene
asociado el potencial externo, aunque ain no se sabe como se obtendra tiene la ventaja de que

depende tnicamente de los electrones.
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Establecieron ademas, que la verdadera densidad electronica del estado fundamental minimiza
el funcional de la energia molecular del estado fundamental, lo que se conoce como el teorema
variacional de Hohenberg-Kohn. Empleando lo anterior, es posible calcular la energia
molecular (E,) sin necesidad de primero calcular la funcién de onda. Lo que convierte un
problema de 3N variables en un problema de 3 variables. Aunque aiin no quedaba escrito cual

es el funcional correcto.

Posteriormente en 1965 Kohn y Sham desarrollaron el método matematico para obtener (E) a
partir de la densidad [18-19]. Emplearon un sistema hipotético de electrones no interactuantes,
lo que permite que en el desarrollo del funcional de la energia (E,[p,]) los términos del
funcional que tiene que ver con el sistema no interactuante sean solubles. El funcional que
tiene que ver con la energia cinética de correlacion, con la energia de intercambio y con la
energia de correlacion coulombiana ahora forman el funcional desconocido que recibe el

nombre de funcional de la energia de correlacion e intercambio (E,.) .

Kohn y Sham desarrollaron una ecuacion que determina la densidad a partir de los orbitales de
Kohn-Sham (KS), se usa entonces el teorema variacional de Hohenberg-Kohn pero en lugar
variar la densidad, se emplean los orbitales KS. El principio variacional, ahora recae en
encontrar los orbitales KS que minimicen la expresion de KS para la energia. En dicha
expresion, se incluye el término potencial de correlacion intercambio (V) que a su vez es la

derivada del funcional de correlacion intercambio (E,.) con respecto a la densidad.

De esta manera, si se conocen los spin-orbitales KS y si conocemos (E,.) se puede obtener la
energia molecular (Ej). El problema, radica en que atin no hemos dicho como es que sera

calculado (E,.) .

Para encontrar el funcional (E,.) se empieza empleando la LDA o (Aproximacion de Densidad
Local) la cual establece que si la densidad varia de forma extremadamente lenta con respecto a
la posicion, entonces el funcional E,. seria un valor exacto en el limite. Y entonces el
funcional de intercambio correlacion con LDA incluye un término que es la energia de
intercambio mas la de correlacion por electron en un gas de electrones homogéneos. A su vez

se puede demostrar que E,. es la suma por intercambio y correlacion. El problema se resuelve
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de manera exacta pero proviene de una aproximacion, por lo que (E,.) sigue siendo un

funcional aproximado y no es el exacto.

Cuando se trabaja con moléculas de capa abierta, en necesario usar LSDA o aproximacion de
densidad de spin local que permite que los electrones opuestos tengan diferentes orbitales
espaciales KS. LSDA por lo tanto da mejores aproximaciones en moléculas de capa abierta que

LDA.

De esta manera un método DFT es tan bueno como buena sea la aproximacion de (E,.),
aunque LDA es la primera aproximacion, existen muchas mas. El método Xa por ejemplo,
omite la contribucion de correlacion en el funcional (E,.) e ingresa un parametro ajustable alfa.
Por lo que es precisamente en la expresion asignada a este funcional en lo que se diferencian

los diferentes métodos DFT.

4.1.1. Parametros dentro de los métodos DFT

Cuando se dice que DFT usa parametros empiricos dentro de su algoritmo, es crucial hacer la
distincién de que dichos parametros van incluidos unicamente dentro de la expresion del
funcional de la energia de correlacion e intercambio (E,.) . Y todas las integrales electronicas
son calculadas sin emplear parametros empiricos. Esto es relevante porque por otro lado
existen métodos mecanocudnticos clasificados como semiempiricos que emplean parametros
empiricos en la resolucion de las integrales electronicas. Por lo que es importante no confundir

los métodos DFT con métodos semiempiricos.

4.1.2. Funcionales con gradiente de la densidad

Como se dijo anteriormente, las aproximaciones LDA y LDSA estan basadas en el modelo de
gas de electrones homogéneo en el que se asume que la densidad varia de manera
extremadamente lenta con respecto a la posicion. Resulta que esta aproximacion es buena para
solidos, pero es muy mala para moléculas, porque en las moléculas la densidad electronica esta
muy lejos de comportarse de manera homogénea. Los funcionales de gradiente incluyen en
(E,c) el gradiente de la densidad electronica. El funcional de correlacion e intercambio con
gradiente se separa en un funcional de gradiente con el término de correlacion (E.) y otro

funcional de gradiente que incluye el intercambio (E,).
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E.,.=E.+E,

(4.4)

Un ejemplo de un funcional de intercambio con gradiente (E,) es el funcional de Becke de

1988[20]:

4
(P93 2

EB — ELSDA
x x 1+6by senh™1y,

—b Za=a.ﬁ f dr

Donde
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=29 ey + (08) ) ar

4.5)

(4.6)

Se observa que y esta en funcion de la densidad electronica (p) y del gradiente de la densidad

electronica.

Del funcional de intercambio con gradiente de Becke solo “b” es un parametro empirico, cuyo

valor se obtuvo ajustando las energias de intercambio resultante para varios atomos. Su valor es

de 0.0042 unidades atémicas [21].

Como ejemplo de un funcional de correlacion con gradiente, tenemos el funcional LYP cuyas

siglas se deben a sus autores Lee, Yang y Parr [22].
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Y donde a, b, ¢ y d son parametros

Los funcionales de intercambio se pueden usar con cualquier funcional de correlacion, asi por
ejemplo se tiene el funcional BLYP que denota que se esta empleando el funcional de

intercambio de Becke con el funcional de correlacion de LYP.

4.1.3. Funcionales hibridos

Un funcional hibrido mezcla términos con la aproximacion LDA o LSDA para los funcionales
de intercambio E,, con expresiones para E, y E. de funcionales con gradiente. El funcional

B3LYP, que se emplea en este trabajo, es un funcional hibrido:
EPVT = AES +(1- A)E™ + BEP +E" +CE"" (4.8

Doénde, el funcional de intercambio de Slater emplea LSDA [18], el de HF emplea LDA, en
cambio el de Becke es un funcional con gradiente [20]. Con respecto a los funcionales de

correlacion, VWN emplea LSDA [23] y LYP es un funcional con gradiente o mixto [22].

Los valores de A,B y C son los pardmetros empiricos, se obtuvieron ajustando a una serie de
valores experimentales de 56 energias de atomizacion, 42 potenciales de ionizacidon, 8
afinidades protonicas y 10 energias atomicas correspondientes a elementos de la primera fila de
la tabla periodica[24]. El funcional hibrido B3LYP, ha demostrado ser una opcion para
realizar optimizacion de geometrias y para la determinacion de constantes termodindmicas, por

el contrario, no es bueno en calculos cinéticos [25].

4.1.4. Efectos del disolvente

Los célculos de las energias moleculares y otras propiedades empleando DFT arrojan valores
de una molécula en fase gaseosa a baja presion y que se encuentra aislada. Para obtener esas
propiedades como si la molécula estuviera en disolucion, es necesario considerar que el
disolvente puede tener un efecto sobre la geometria de la molécula, que a su vez afecta las

propiedades moleculares y termodinamicas.
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4.1.5. Modelos continuos

El campo de reaccion estd definido como el campo eléctrico que genera el disolvente sobre
cada molécula del soluto. Este campo de reaccion es el resultado de la polarizacion del
solvente que se debe a la naturaleza del solvente, como el momento dipolar de las moléculas
del disolvente, pero el campo de reaccidon también se ve influenciado por el momento dipolar

de la molécula del soluto y las interacciones entre solvente y soluto.

Para incluir en los métodos mecanocuanticos los efectos del solvente, se han ideados modelos
de solvatacion sobre la molécula que calculan el cambio sobre la geometria debido a la
solvatacion. E1 mas comun es el modelo del disolvente continuo, en este modelo la estructura
de la molécula del soluto se describe, pero la estructura del disolvente se ignora, en vez de eso
el disolvente se describe como un dieléctrico continuo de extension infinita que rodea una

cavidad. La cavidad es un espacio dentro del solvente que ocupara la molécula del soluto.

El campo de reaccion modifica la densidad electronica de la molécula del soluto y la densidad
electronica a su vez modifica el campo de reaccion. Cuando se permite que la densidad se vea
modificada cuando la molécula pasa de fase gas a disolucion hasta que se alcance la
autoconsistencia entre la distribucion de la carga de la molécula del soluto y el campo de
reaccion, se le llama modelo de campo de reaccion autoconsistente (SCRF). A nivel
mecanocuantico esto se hace agregando un nuevo término de energia potencial de interaccion
soluto-disolvente (V) al Hamiltoniano electronico molecular si se usa HF o al Hamiltoniano
Kohn-Sham si se usa DFT, dicho término contempla la interaccion entre una molécula del

soluto y el continuo dieléctrico que rodea la cavidad.

Los modelos SCRF difieren en dos cuestiones: 1) En la manera en que se describe la cavidad y

2) La forma de V;,,,.

En el método de Osanger [26] la cavidad es de forma esférica de radio a. Para obtener (V;,,;) se
considera la distribucion de carga molecular como un dipolo eléctrico localizado en el centro
de la cavidad, con el momento eléctrico dipolar pu. Osanger propuso una ecuacion para obtener
el campo de reaccion producido por la polarizacion del disolvente. La energia potencial de la

interaccion electrostatica entre p y el campo de reaccion es (V).
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El modelo continuo polarizado (PCM) fue desarrollado por Tomasi, Miertus y Scrocco [27], la
cavidad no es una esfera si no un volumen ocupado por varias esferas entrelazadas, cada esfera

es 1.2 veces el radio de Van der Waals de cada nucleo atomico de la molécula.

Figura 4.1. Esquema de la cavidad del modelo continuo polarizado PCM.

Se usa un método numérico para calcular la energia potencial de interaccion soluto-disolvente
(Vine) » esto porque la cavidad es compleja y entonces el efecto de polarizacion del solvente no

se puede calcular de manera analitica.

Una variacion del PCM es el método PCM Hartree-Fock de dtomos unidos (UAHF) en este
método la variacidon se encuentra en la manera de asignar los radios de las esferas en particular
para los hidrogenos, los 4&tomos de hidrogeno se incluyen con la esfera del atomo al que estan

enlazados, es decir los hidrogenos no constituyen por si mismos una esfera.

Para el resto de los 4&tomos que no sean hidrégeno, el radio de esfera que se asigna se encuentra
parametrizado, el método tiene 11 paradmetros ajustados para energias libres de solvatacion en

agua [28].

62

—
| —



4.2. Antecedentes

Cooter y colaboradores [29] realizaron una revision de las principales estrategias que
actualmente se usan para calcular la constante de acidez acuosa. Las estrategias se agrupan en
tres métodos. El método directo, el esquema de intercambio protonico y el cluster continuo
hibrido. Dentro de esos tres métodos se puede usar modelos implicitos o explicitos de
moléculas del solvente para mejorar el calculo. Y por cada método, se pueden plantear
diferentes ciclos termodindmicos para determinar la constante de acidez Cooter y
colaboradores encontraron que para el caso de acidos carboxilicos, los célculos utilizando el
esquema de intercambio protdnico es en general bueno. Usando el método directo el error

incrementa pero dependiendo el modelo de solvente, puede arrojar buenos resultados.

Debido a que a nivel computacional se pueden obtener AG en gas o en solucion, se plantea a

nivel computacional dos estrategias:

Estrategia §: todos los célculos (energias, geometrias y correcciones termodinamicas) se
realizan en solucion y a partir de estos célculos se obtienen las energias libres de Gibbs en

solucion (AGy).

Estrategia GS: la modelacion se realiza en dos etapas, en la primera se hacen céalculos en fase
gaseosa para obtener las energias libres correspondientes (AG,) y luego se realizan calculos de
puntos simple en solucion para obtener las energias libres de Gibbs de solvatacion (AGy,). Las

AG; se obtienen entonces como AG, + AGggp.

En general los métodos que aplican la estrategia GS son mejores para el calculo de pKa con
respecto a los métodos que ocupan la estrategia S. Para la estrategia GS se emplean ciclos
termodindmicos. Una buena razon para usar ciclos termodinamicos es que los modelos

continuos de solvatacion estan parametrizados para arrojar energias de solvatacion adecuadas.

En este trabajo se usaron ambas estrategias y dos métodos, un método directo (Ciclo A) y uno

de esquema de intercambio protonico (ciclo B) [29]:
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Ciclo A

HA

(s,lM)—AL>H(Z,1M) + A(_s,lM)

N -AG,, (HA) T iac (H) T +AG, (A4)

solv

AG, + _
HA —= > H + A(g’lM)

(g-1M) (g:1M)

El método con esquema de intercambio protonico (ciclo B) introduce un acido de referencia
que permite una vez restadas las energias cancelar errores sistematicos. Para PCM el error en
moléculas neutras es de 1 kcal/mol [30], pero para especies ionicas es de 4 kcal/mol [31] y

cuando se emplea el ciclo B, el nimero de especies ionicas se conserva en ambos lados.

Asi un buen calculo empleando esquema de intercambio protdnico dependerd en buena medida
de la eleccion del 4cido de referencia. En particular para este trabajo el 4cido de referencia debe

ser de una estructura parecida que el Ibuprofeno y el pKa experimental debe ser conocido.

CicloB

- AG,
HA(S,]M) + Ref(s,lM) ) HRef(s,lM) + A(s,lM)
~L -AG , (HA) J« -AGM«Ref’) T +AG - (HRef) T HAG. , (4 )

solv

_ AGg _
HA(g,w) + Ref(g,w)——> HRef(gﬁlM) + A4

(.1M)

solv

4.3. Metodologia

Para la optimizacién de la geometria y el calculo de las frecuencias se utilizé el funcional
B3LYP y la base 6-311 +G(d). El calculo de la energia se realizé con un punto simple con el
mismo funcional y la base 6-311++G(d,p). Para la optimizacion en solvente se us6 el modelo

de solvatacion PCM.
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Con base a lo anterior se lleva a cabo la optimizacion de la geometria y el calculo de las
frecuencias en solvente agua. Las frecuencias obtenidas se escalaron con un factor de 0.9688
que es el recomendado para el funcional B3LYP con una base 6-311+G(d,p) [32], ya que se
sabe que las frecuencias vibracionales armonicas son mds grandes que las frecuencias

vibracionales experimentales [33].

Para las energias libres de solvatacion se utiliza el método HF y la base 6-311++G(d,p) y el
mismo modelo de solvatacion. Se usa acido acético como acido de referencia en el esquema de

intercambio proténico (Ciclo B).

4.4. Resultados

4.4.1. Estudio Conformacional
Para el estudio conformacional se realizé un barrido de los dngulos diedros de la molécula para
determinar minimos locales de energias moleculares. Cada barrido fue realizado con el
funcional B3LYP en combinaciéon con la base 6-31+G(d) con pasos de 10° para el angulo
diedro 6. La molécula del Ibuprofeno tiene siete &ngulos diedros 0, los cuales se muestran en la
figura 4.2 la numeracion corresponde a la secuencia en que fueron analizados. El angulo 0, se

forma entre los atomos 25,24,28,30 y 0 se forma entre 17,14,13,16.

Figura 4.2. Molécula del Ibuprofeno, se muestra siete angulos diedros
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En la figura 4.3 se muestra el barrido del angulo diedro 6, se obtuvieron dos conférmeros
rotacionales con energias muy similares, a ambos se les realizd optimizacion de geometria
completa y se encontré6 que sus energias libres de Gibbs se diferencian en 0.01 kcal/mol, el
conférmero A es el que presenta una menor energia. por esta razéon se usa dicho conféormero

como geometria de partida para realizar el barrido de los siguientes diedros.

Figura 4.3. Barrido del angulo diedro 0,. El punto A se encuentra a los 227.16° y con un
AG = 0Kcal/mol. El punto B se encuentra a los 407.16° y con un AG = 0.01 Kcal/mol.

El barrido de los angulos 6, y 83 no arrojan minimos locales de menor energia al conférmero de
partida. Para el barrido del angulo 64, el cual se muestra en la figura 4.4, se observa que hay
os conformeros rotacionales de energias similares, a ambos se les realiza optimizacion de
d fi t les d lares, b 1 1 t d
geometria completa. A dicho nivel de célculo, el conférmero B resulta tener una menor energia

libre de Gibbs, con una diferencia de 0.02 kcal/mol del conférmero de partida.

66

—
| —



656720
7 556721
O 656.722-
E a7
L 56724
8 666,725
E-BSE-.?ZEE
L 656727
£ 666728
- 65729
556730
AR R R R ) TR T LR TR

150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figura 4.4. Barrido del angulo diedro 0,. El conféormero rotacional B es de menor energia.
El punto A se encuentra a los 178.38° y con un AG = 0.021Kcal/mol. El punto B se encuentra a los
428.38° y con un AG= 0 Kcal/mol.

El conféormero B del barrido del angulo diedro 64 se usa como geometria de partida para el
analisis de los angulos diedros restantes. Los barridos de los angulos diedros 0s 65 67 no

presentan minimos inferiores al de partida en las correspondientes superficies potenciales.

Para concluir el estudio conformacional, se realiza un céalculo de punto simple sobre el

conférmero de menor energia.

La figura 4.5 muestra finalmente el conformero de menor energia, se muestran ademas los

valores de los angulos diedros.
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0, 12,1091 [227.16°
8, 25242830 |153.35°
03 31,29.2823 |56.96°
0. 16,13,10,11 |428.38°
0 25242627 | 60.01°
B 17,14,13,16 |-59.53°
8- 20,15,13,10 |-38.09°

Figura 4.5. Conférmero del S-Ibuprofeno de menor energia y sus siete angulos diedros

Se optimizaron geometrias y se calcularon las frecuencias en solvente agua. Todas las
frecuencias fueron reales, indicando que las estructuras obtenidas corresponden a minimos en

las correspondientes superficies potenciales.

4.4.2. Calculo del pKa empleando DFT
Para determinar el valor de la constante de acidez del Ibuprofeno, se plantea el siguiente

equilibrio monopratico:
Hlbug, & Ibu” 4. + HY .
Cuya constante de formacion es la constante de acidez K,

Se tiene que la energia libre de Gibbs de la reaccion anterior se puede calcular como:

AGgon = AG(Ibu™)s + AG(HY)s — AG(HIbu)s  (4.9)

Donde el valor recomendado para la energia libre del proton en soluciéon es de -270.28

kcal/mol [29].
La constante de acidez es determinada empleando la siguiente ecuacion:

AGsomn = —RTIn(K,) (4.10)
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Empleando el método directo, el pKa se calcula como:

_ AGsoln
pKq = RT In(10) (411)

Para el esquema de intercambio protonico, se introduce el 4cido acético como acido de

referencia y el equilibrio es:
Hlbu,. + Ac™gc © Ibu 4o + HAcy (4.12)
Donde HAc es acido acético y Ac™ es el ion acetato.

Se tiene que la energia libre de Gibbs de la reaccion anterior se puede calcular como:

AGgyi, = AG(Ibu™)s + AG(HAc)s — AG(Ac™)s — AG(HIbu)s (4.13)

el pKa estara determinado por:

AGSO n
pK, = Wéo) + pKa(HAC) exp (4.14)

El pKa experimental reportado [34] del 4cido acético es de 4.76

Empleando la estrategia de calculo GS y el método directo (ciclo A) el pKa calculado es de
11.605. Empleando la estrategia de calculo GS y el método de esquema de intercambio

protonico (Ciclo B) se tiene un pKa de 5.103.

Empleando la estrategia S y el método directo se tiene un pKa de 13.87, mientras que
empleando el esquema de intercambio protonico el pKa calculado es de 7.37. Se observa que
los valores de pKa que se obtienen con el esquema de intercambio protdnico son mejores que
los que se obtienen con el método directo ya que el valor experimental del pKa del ibuprofeno

es de 4.5 Comparando estrategias, la estrategia GS es mejor para obtener valores de pKa.

Para determinar el error del calculo, se usan los valores de pKa experimentales reportados en
este trabajo, se toma como cierto un pKa de 4.5 para el ibuprofeno. En base a esto se determina
que el error mas pequeno es de 0.7 unidades de pKa para el célculo que arroja un pKa de 5.1.

Para las otras estrategias y métodos el error es significativamente mas grande. Esto se explica
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porque como se dijo anteriormente existen errores sistematicos asociados al calculo, asi el error
asociado a un célculo con el funcional B3LYP es de + 2 kcal/mol [29-30], por utilizar PCM
para las moléculas neutras se estima un error de + 1 kcal/mol, y para el calculo de las especies

ionicas se usa un error de + 4 kcal/mol [30,31].

Los errores reportados en la literatura para el calculo de pKa de 4cidos carboxilicos son de 2
unidades de pKa, por lo que el error que se obtiene con la metodologia planteada en este

trabajo, es considerablemente mejor.

4.4.3. Espectro IR y asignacion de bandas
Las frecuencias son identificadas con la animacién de los modos vibracionales, empleando el

programa GaussView version 5.0.8. La figura 15 muestra el espectro calculado en fase gas y la

asignacion de las bandas mas representativas.

q“lll o ,"”’ - ' x\'”'.l { pﬁ;ﬂf\l\ ﬁlﬁ'_‘m\ N

Ll
200k  VOH W |

O o-H

300 .
2997 1131
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400 V C-Hispy .

1754

500 1

V=0

BOO -

IRIspectrum scLaled by 0.96:6:800 —

?00 i 1 'l L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Figura 4.4. Espectro IR de la molécula del Ibuprofeno calculado con B3LYP/6-311 +G(d).
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La asignacion de las bandas se compara con las tablas de grupos reportadas en la literatura para
compuestos organicos [35]. Segun estas referencias para la vibracion estiramiento de OH se
espera en 3600 cm” y el grupo carboxilo tendra tres bandas IR caracteristicas: la banda
correspondiente al estiramiento del carbonilo (vc-0), esperada en el intervalo de 1725-1700 cm
!y las correspondientes al movimiento de torsion-estiramiento del grupo carboxilo que tiene
dos sefiales, una en el intervalo de 1320-1200 (v;) y una mas débil en 1440-1390 cm™ (v,). Los

valores calculados son ve—o = 1754 cm'l, vi=1131 cm'l, yv,=1412 cm™,

Los espectros IR experimentales encontrados en la literatura se encuentran en otro tipo de

solventes y el IR experimental en gas no fue posible determinarlo para este trabajo.

4.5. Conclusiones

Se realiz6 el estudio conformacional del Ibuprofeno en fase gas. Fue posible calcular el pKa
acuoso del Ibuprofeno, se emplearon dos estrategias y dos métodos. El calculo mas cercano al
pKa experimental se obtiene con la estrategia computacional GS y el método de esquema de
intercambio protonico (Ciclo B), con un valor de 5.1 Se concluye que el error es de 0.7
unidades de pKa comparando con los valores que se obtuvieron empleando espectroscopia UV-

Vis y electroforesis capilar de zona, 4.538 = 0.031 y 4.548 + 0.065 respectivamente.

Fue posible realizar el calculo de las frecuencias vibracionales con lo que se interpretod el

espectro IR y se asignaron las bandas a sus respectivos modos vibracionales.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Se caracterizo el Ibuprofeno en medio acuoso. Siendo el equilibrio en medio acuoso y el

calculo de la constante de acidez el principal logro.
Se pudo determinar:

e El valor de pKa en soluciéon acuosa empleando UV-Vis 4.538 + 0.031
e El valor de pKa en solucion acuosa empleando ECZ. 4.548 + 0.065

e El valor de pKa en solucion acuosa empleando DFT 5.1

Se usaron dos técnicas experimentales y la teoria de funcionales de la densidad. Al realizar una
prueba estadistica t se tiene que los dos valores experimentales son estadisticamente iguales al
90% de confianza. Para el valor de pKa empleando DFT se obtiene un error de 0.7 unidades de

pKa comparando con el valor experimental.

Por cada una de las técnicas empleadas se obtuvo informacion del Ibuprofeno que es relevante
para su completo estudio. El estudio por electroforesis capilar permite confirmar que el
equilibrio de disociacion del Ibuprofeno en el sistema es el que se plante6d en la ecuacion 2,
esto debido a que el comportamiento de las movilidades efectivas contra pH corresponde a lo
esperado para un solo equilibrio de disociacion. Y la carga promedio de las especies coincide
con la carga propuesta del equilibrio es decir, HIbu como especie neutra y Ibu” como especie

anionica.

De la determinacion del pKa empleando espectrofotometria UV-Vis, se tiene que los mejores

resultados se observan empleando un sistema acuoso con amortiguamiento.

Del estudio conformacional del Ibuprofeno en fase gas y en solvente agua. Fue posible
concluir que para el Ibuprofeno, se obtiene un buen valor de pKa con la estrategia
computacional GS y el método de esquema de intercambio protdnico (Ciclo B), fue posible
ademas realizar el calculo de las frecuencias vibracionales con lo que se interpreto el espectro

IR y se asignaron las bandas a sus respectivos modos vibracionales.
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