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Il. RESUMEN

El trabajo aqui presentado se desarrolla sobre un anti inflamatorio no esteroidal,
AINE, de la familia de los oxicams, denominado Tenoxicam, que es ampliamente utilizado
para el tratamiento de enfermedades reumaticas y otros sintomas de dolor muscular e
inflamacion.

Se inici6 el estudio de Tenoxicam con su caracterizacion en solucion acuosa. Se llevd a
cabo un estudio de espectrofotometria de UV-Vis para el célculo de las constantes de acidez
(especiacion quimica), teniendo como resultado un pKa; = 1.110 + 0.002 y un pKa, = 5.270
+ 0.008. Se identificaron tres especies distintas segin el pH de la solucion: H,Tenox",
HTenox y Tenox'. Se encontraron dos posibles rutas para la primera desprotonacion, donde
se determind, con ayuda de célculos teéricos de DFT, que para esta primera desprotonacion
predomina la especie zwitteridnica.

Con el fin de proponer un mecanismo para la oxidacién del Tenoxicam en todas sus
formas, se llevo a cabo el estudio de la oxidacion del medicamento en solucion acuosa,
utilizando métodos tanto tedricos como experimentales. Se encontré que la transferencia
electronica de la oxidacion electroguimica para las tres especies estd controlada por un
proceso de difusidn, y que la oxidacion sigue un mecanismo electroquimico-quimico. Las
cinéticas quimica y electrddica son rapidas y ocurren por la pérdida de dos electrones, que
participan en la reaccion.

Se encontr6 que el Tenoxicam presenta una reaccion completamente irreversible
debido a que presenta un mecanismo electroquimico-quimico que genera productos no
electroactivos. Debido a la importancia de conocer estos productos de oxidacion, algunos
investigadores han propuestos diversas moléculas que podrian corresponder a estos
productos. Siguiendo esta misma linea, se llevd a cabo un estudio espectro-electroquimico
para conocer la naturaleza mas probable acerca de los productos de la oxidacion y se apoyd
este estudio con calculos tedricos de DFT. Tras el analisis de dos esquemas de reacciones
diferentes, que involucran hasta 10 moléculas y 12 caminos de reaccion, se determind que,
en la oxidacidn electroquimica de Tenoxicam se producen mayoritariamente dos productos
no electroactivos, que se forman por la fragmentacion de la molécula cuando se pierden dos

electrones.
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Se determiné el coeficiente de difusién, D = (4.396 + 0.058) 10° cm?s™, el cual se
define muy bien con la corriente limite obtenida a partir de la curvas de voltamperometria
lineal en condiciones hidrodinamicas y se describe adecuadamente con la ecuacién de
Levich. Por otra parte, a partir de la optimizacion del radio de la molécula del Tenoxicam
utilizando un nivel de teoria M052X/6-31+g(d,p) y utilizando la aproximacion de Stokes-
Einstein, se estimé D = (4.54) 10°® cm?™ , siendo este valor muy similar al valor
experimental obtenido.

Por otro parte, debido a los efectos secundarios y su baja solubilidad que presenta el
Tenoxicam, se han utilizado ciclodextrinas para tratar de disminuirlos estos efectos e
incrementar la solubilidad, sin embargo son pocos los estudios que se pueden encontrar
sobre la interaccion del farmaco con las ciclodextrinas en solucion acuosa. Por esta razén,
una vez comprendido el comportamiento del Tenoxicam en solucion acuosa, se llevo a cabo
un estudio espectrofotométrico y electroquimico de su interaccion con la B-ciclodextrina.
En este estudio se determinaron las constantes termodinamicas de la formacion del
complejo de inclusion entre el Tenoxicam y la B-ciclodextrina en solucién acuosa, y se
observo que la formacion del complejo de inclusion es posible no importando la naturaleza
de las especies del Tenoxicam.

En el cuerpo humano el principio activo del medicamento es menor al 1%, por lo
que mas del 99% del medicamento es desechado del cuerpo teniendo como resultado un
problema ambiental en aguas residuales. Con la evidencia experimental acerca de la
interaccion del Tenoxicam con ciclodextrinas, en este trabajo se propone la utilizacion de
un electrodo modificado con un polimero B-ciclodextrina con el fin de mejorar la
cuantificacion del medicamento en agua. Se llevé a cabo la caracterizacion del
comportamiento del Tenoxicam con el electrodo modificado, se encontré que el proceso
presentado sobre el electrodo modificado con B-ciclodextrina es de adsorcion. Se determind
la concentracion superficial, I'r, con un valor méaximo de 1.51 x10™ mol cm™ para una
concentracion afiadida en la solucion de Tenox de 64 mM y finalmente se determinaron las
constantes de inclusién superficial en solucion acuosa a partir de la formacién de un
polimero de B-ciclodextrina. El electrodo modificado permite detectar el Tenoxicam en
agua, mediante voltamperometria ciclica, con una mejora en los limites de deteccion (0.86
+ 0.28) y cuantificacion (4.93 £ 0.69).
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1. ABSTRACT

The present research work has been developed on a non steroidal anti inflammatory,
NSAI, that belongs to the oxicams family, namely the Tenoxicam, which is widely used in
general for the treatment of rheumatic diseases and other muscle pain and inflammation
symptoms.

Since it has had widespread use as anti inflammatory and there is not a deeper study
on its characterization, an UV-Vis spectrophotometric study was carried out for calculating
its acidity constants, which were pKal = 1.110 + 0.002 and pKa2 = 5.270 = 0.008. Also,
the predominant three different ionic species according to the Tenox solution pH were:
H,Tenox", Tenox and HTenox". In this study of chemical speciation, two possible routes for
the first deprotonation were studied, which were determined using theoretical DFT
calculations, resulting that for this first deprotonation, the neutral zwitterionic species
predominates, HTenox(z).

Subsequently, various studies on the oxidation of the Tenox molecule in aqueous
solution were conducted, where it was found that the electrochemical oxidation for the
three Tenox species was controlled by a mass transfer process, taking place through an
electrochemical - chemical mechanism, where the electrode and chemical kinetics were
fast, exchanging two electrons, n = 2, involved in the electrochemical reaction. Further, the
diffusion coefficient, D = (4.396 A + 0.058 ) 10°® cm2 s™ was determined, which appeared
very well defined with the limiting current obtained from the linear voltammetry curves
under hydrodynamic conditions, also, well described through the Levich equation.
Moreover, from the optimization of Tenox molecule radius using theory level M052X/6-
31+g(d,p) and the Stokes- Einstein approximation, it was estimated as D = (4.396 A +
0.058) 10° cm2 ™, being similar to the experimental value.

Considering that the Tenox presents a completely irreversible reaction due to an
electrochemical-chemical mechanism, which generates no electroactive products, therefore,
there was the impending necessity to establish the nature of these oxidation products;
hence, spectro-electrochemical studies were carried out to widen the possibility to assess
the nature of the oxidation products. The results obtained showed that, after the analysis of
two different reaction schemes involving up to 10 molecules and 12 reaction paths, the

electrochemical oxidation of Tenox is produced principally from two non-electroactive

10
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products, which are mainly formed by the fragmentation of the molecule when two
electrons are lost.

Once this was understood, the Tenox behavior in aqueous solution was studied
through spectrophotometry and an electrochemical study of the interaction of f-
Cyclodextrin with Tenox, where the thermodynamic formation constants of the inclusion
complex were determined, i.e., the formation of the inclusion complex is possible
regardless of the nature of Tenox species.

Also, the constants of a surface inclusion complex in aqueous solution after
formation of a B-cyclodextrin polymer on the surface of a carbon paste electrode was
determined, showing that an adsorption process was taking place in the presence of the B-
cyclodextrin-modified electrode, so that the surface concentration, I'r, reached a maximum
value of 1.51 x10-10 mol cm-2 of the Tenox concentration added in a solution of 64 mM.

Finally, a study of the analytical determination of Tenox was presented, where an
improvement in the quantification and determination limits and sensibility for the Tenox

molecule were obtained when a -cyclodextrin-modified electrode was used.

11
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INTRODUCCION.

El Tenoxicam (Tenox), Fig. 1.1 es un farmaco anti inflamatorio no esteroidal del
grupo de los oxicams el cual es indicado para el tratamiento del dolor leve o moderado, en
especial en condiciones como la artritis reumatoide, osteoartritis y otras enfermedades
reumaticas, asi como en el tratamiento sintomético del lumbago, gota aguda, miositis,
bursitis, tendonitis y esguincest*. Como analgésico y antiinflamatorio es tan eficaz y
potente como el piroxicam, el diclofenaco o la indometacina, mas no presenta propiedades

como antitérmico "%

oH © =

Figura 1.1. Molécula de Tenox.

Estos farmacos del grupo de anti inflamatorios no esteroidales son un grupo
heterogéneo de estructuras hidrofobicas con grupos funcionales hidrofilicos, los cuales
llegan a presentar baja estabilidad y solubilidad, de aqui el interés por el estudio de estos
farmacos. Los estudios clinicos y el control de calidad de farmacos necesitan técnicas de
analisis precisas, sensibles y selectivas, que permitan la deteccién y cuantificacion de estos
farmacos en muestras bioldgicas y farmacéuticas de una manera confiable. Asi mismo, se
requiere cuantificar el Tenox y sus metabolitos en aguas para el control de la contaminacion
ambiental.

Una manera de aumentar la solubilidad de moléculas organicas, como lo es la del
Tenox, en medio acuoso es formando especies supramoleculares, las cuales resultan de la
asociacion de dos o mas especies moleculares, presentando, de manera especifica, un

reconocimiento molecular mediante interacciones débiles de tipo no covalentel"*!.

13
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Las Ciclodextrinas (Fig. 1.2) permiten la formacion de complejos de inclusion,
debido a que estas moléculas son oligosacaridos ciclicos con un nimero de moléculas de
glucosa de 6, 7 y 8, correspondiendo o, B y y Ciclodextrina. Tienen una estructura espacial

que es troncoconica con una cavidad interior que permite la incorporacion de un sustrato

HO, o 0,
o
OH " o
OH
o
OH
HO
d HO,
OH

o [}

OH

Figura 1.2. Estructura espacial de la B-Ciclodextrinas con 7 moléculas de glucosa.

La configuracion molecular tridimensional méas estable para estas moléculas es de
forma de cono truncado con una apertura grande y otra pequefia, que presenta grupos
hidroxilos primarios y secundarios hacia la parte que esta en contacto con el disolvente.
Estos grupos le confieren mayor solubilidad a estas moléculas en medio acuoso.

Las caracteristicas precisas de las Ciclodextrinas, hace a estas moléculas excelentes
para la formacion de sistemas supramoleculares, en especifico con la molécula de Tenox.

Para la investigacion de este tipo de farmacos, una herramienta utilizada en los
ultimos afios son los métodos teoricos, los cuales ayudan a entender o explicar los
comportamientos observados experimentalmente; estos métodos dentro de la investigacion
sobre farmacos permiten establecer posibles estructuras y actividades de diversos grupos de
moléculas. Asi mismo estos métodos como herramienta, ayudan a describir estructuras
electronicas de las moléculas, la naturaleza del enlace quimico, a interpretar y predecir
propiedades geomeétricas, asi como también a describir la energia de ionizacion, la afinidad
electronica, la energia de interaccion, entre otras caracteristicas estructurales.

Los metodos utilizados en la mecéanica cuantica tienen la caracteristica de utilizar
solamente constantes atomicas fundamentales (método ab initio) o emplean datos

experimentales al momento de establecer parametros en parte de los célculos (meétodo

14
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empirico). Otro método empleado en los calculos es la teoria de funcionales de la densidad
(DFT), el cual lleva como ventaja sobre los otros métodos un ahorro en calculos
computacionales. Los métodos anteriormente mencionados son parte de la quimica tedrica
que incluye métodos matematicos y algoritmos computacionales combinados con las leyes
fundamentales de la fisica para describir sistemas quimicos, los cuales influyen en la

quimica molecular M.

I. Estudios de caracterizacion de Tenoxicam.

Ya que el Tenox se utiliza en medio acuoso, es importante conocer sus
caracteristicas en este medio, por lo que algunos autores han empezado a publicar estudios
que permiten tener acceso a informacion quimica como son sus constantes de acidez en
agua mediante electroforesis capilar y resonancia magnética nuclear, donde determinan que
el Tenox presenta dos protones &cidos en medio acuoso a los cuales se le asocian los
valores encontrados, pKa; =1.074+ 0.025 y pKa, =5.142+ 0.027". Teniendo como
resultado tres especies distintas para el Tenox.

Asi mismo se sabe que el Tenox actla reduciendo el dolor y la inflamacidn
producidas por células fagociticas, especialmente neutr6filos y eosinéfilos matan a las

» ] Durante este

bacterias invasoras a través de la llamada “explosion respiratoria
fendmeno se produce un aumento dramatico en la oxidacion metabdlica. La enzima
NADPH oxidasa es responsable de iniciar esta explosion catalizando la reduccion
monovalente de un oxigeno molecular a un anién radical superéxido (O%), que se convierte
rapidamente en perdxido de hidrégeno (H,0,). En presencia de H,O, y un factor oxidable
(por ejemplo, CI, Br’), peroxidasas de leucocitos tales como la mieloperoxidasa y
peroxidasa de eosinofilos dan lugar a productos oxidantes tales como el acido hipocloroso
(HC10), que ejercen una alta actividad bactericida ¥, Contrariamente a este papel
fisiologicamente importante y util, muy a menudo la mayoria de los productos oxidantes
oxidan inevitablemente diversas biomoléculas y causan citotoxicidad debido a la alta
reactividad de estos productos.

Durante la tltima década muchos investigadores han postulado que la inflamacion
es promovida por la citotoxicidad de productos oxidantes; en un sitio de la inflamacion,

estos productos (especialmente HCIO) inactivan un inhibidor de a-proteinasa, permitiendo

15
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la actividad no controlada de la proteasa > "1 No obstante, pocos trabajos han prestado
atencion del mecanismo de supresién de los AINES 2" Tanto en Fenilbutazona !4y
en Tenox " se encontré que reaccionan facilmente con especies de oxigeno activo
(incluyendo HC10) en un atomo del carbono de la B-dicetona y para actuar como un
eliminador de estas especies. Ichihara y colaboradores !** "**! han demostrado que un
extracto de leucocitos, que tenia una alta actividad de la peroxidasa (en su mayoria
mioloperoxidasa), convierte al Tenox en cuatro metabolitos nuevos en presencia de H,O,
los cuales se conocen como 4,5-dihidro-4-oxo-5-metiliminopirido (1,2 a) imidazol, &cido 2-
carboxilo, é&cido 2-carboxil-3-thlofenesuftonico, y N-metil-N’-(2 - piridil) oxamida.

Ademas, también encontraron [

que la adicion de un anion haluro tal como CI” se mezcla
con el plomo y la reaccién de esto da la formacién de tres metabolitos. Ichihara et al (% !
afirman que estos metabolitos fueron probablemente formados por una reaccion de
oxidacion de un electrén en el &omo de carbono central de la fraccién B-dicetona de
Tenox. EI Tenox es un cofactor para la reduccién de peroxidasas y esta capacidad puede
explicar al menos una parte del efecto anti-inflamatorio del Tenox.

Dentro de los pocos estudios con métodos electroquimicos !5 '17 se encuentra el

de Ozaltin et al. '@

quien reporta la determinacion y caracterizacion del Tenox mediante
una determinacion polarogréfica por voltamperometria diferencial del pulso en farmacos y
en sangre, utilizando un electrodo de gota de mercurio. El-Maali y Hassan '™ llevaron a
cabo una investigacién sobre el comportamiento acerca de la oxidacion de algunos anti
inflamatorios, piroxicam y Tenox sobre un electrodo de pasta de carbon (EPC) por
voltamperometria ciclica, encontrando que estos compuestos muestran un comportamiento
similar. Otros autores han encontrado que la oxidacién electroquimica de otros AINEs del
grupo de los oxicams meloxicam % lornoxicam [ y piroxicam 921 son
irreversibles.

A pesar de los estudios que se han realizado hasta ahora, no se ha llevado a cabo
una caracterizacion electroquimica mas profunda de Tenox que podria considerar, por
ejemplo, la cantidad de electrones que se pierden durante la oxidacion del Tenox, asi como
el valor del coeficiente de difusion en medio acuoso. Ademas, teniendo en cuenta la
irreversibilidad electroquimica observada para oxicams, la oxidacion no se ha examinado a

fondo.
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ii. Formacion de complejos supramoleculares conTenoxicam.

Al ser el Tenox es un farmaco de amplio uso se han desarrollado investigaciones
acerca de los efectos secundarios que puede presentar y en ellos se ha encontrado que el
Tenox no muestra efectos secundarios mutagénicos o carcinogenicos en pruebas de
animales, sin embargo aproximadarmente el 12.5% de los pacientes muestran efectos
secundarios o alteraciones en las pruebas de laboratorio. Algunos de estos sintomas se
manifiestan muy ligera y temporalmente. El tratamiento ha sido detenido solo en un 1% de
los pacientes. Los efectos secundarios méas frecuentes son los efectos gastrointestinales,
acidez estomacal, nauseas, diarrea y estrefiimiento, efectos sobre el sistema nervioso central
como son efectos dérmicos, irritacion prurito, manchas, fotodermatosis en la piel y efectos
renales [**2. Para aumentar la solubilidad de Tenox en medio acuoso y disminuir sus
efectos secundarios se ha propuesto el uso de ciclodextrinas (CDs), en particular de y-CD
[I.23].

Mediante microscopia electrénica de barrido, estudios termogavimetricos,
calorimetria diferencial y experimentos de espectroscopia infra roja, algunos autores han
mostrado que la formacion de complejos de inclusion en fase solida entre Tenoxy a, By vy
Ciclodextrina es posible [#% 23]

No obstante, pese a la importancia de este sistema, el célculo de la constante de
inclusion entre Tenox y ciclodextrinas en medio acuoso ha sido poco estudiado. Hasta
donde se sabe el Unico trabajo al respecto es el reportado por Banerjee et al. %!, quienes
por medio de fluorescencia y medidas de la anisotropia de fluorescencia han reportado que
la constante de enlace de Tenox con B-ciclodextrina tiene el valor de 115 + 13 M™ en una
mezcla etanol-agua. Mas adn, indican que la encapsulacion ocurre solamente para la forma
neutra del Tenox (1.1< pH <5.2).

Tomando en consideracion todo lo antes descrito, en este trabajo se lleva a cabo un estudio
de caracterizacion mas profunda acerca del Tenox, apoyandose en métodos de
espectrofotometria de UV-Vis, cromatorgrafia HPLC, estudios tedricos DFT y técnicas
electroquimicas. Asi mismo debido a las caracteristicas de los sistemas supramoleculares,
en este trabajo se plantea el desarrollo experimental para la caracterizacidn y determinacion

de la interaccion del Tenox con la B-Ciclodextrina para formar especies supramoleculares
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con el fin de proporcionar nuevas perspectivas en relacion al Tenox en solucion acuosa y de

esta manera poder obtener pardmetros fisicoquimicos importantes en medio acuoso.

IV.  HIPOTESIS.
El caracterizar el comportamiento quimico de la molécula de Tenoxicam y sus

complejos supramoleculares en solucion acuosa permitird desarrollar métodos de analisis

cuantitativos con los que se obtendrdn mejoras en los pardametros analiticos.

V. OBJETIVO.
Caracterizar fisicoquimicamente la molécula de Tenoxicam en solucion acuosa y

determinar la formacién de complejos supramoleculares con la molécula de Tenoxicam.

Para cumplir con el objetivo general es necesario efectuar los siguientes objetivos

particulares.

v" Analizar los espectros de comportamiento a diferentes valores de pH del
Tenox.

v' Determinar las constantes de acidez del Tenox.

v/ Optimizar la geometria para la molécula de Tenox mediante calculos
computacionales.

v Obtener los espectros tedricos de UV-Vis a partir de la optimizacion de la
molécula del Tenox.

v Analizar el comportamiento electroquimico para diferentes valores de pH
del Tenox.

v’ Evaluar la interaccion de Tenox con la B-Ciclodextrina.

v" Analizar el comportamiento espectrofotométrico y electroquimico para

diferentes valores de pH de la interaccion del Tenox con la B-Ciclodextrina.
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CAPITULO 1. TENOXICAM.
1.1 INTRODUCCION.

Una de las caracterizaciones fisicoquimicas de mayor importancia es el calculo de
las constantes de acidez ya que éstas pueden ser un parametro para el entendimiento del
fendmeno de cuantificacion quimica, la velocidad de reaccion, la formacion de las sales, la
formacion de complejos y el transporte ionico, asi las propiedades acido base influyen en la
toxicidad, y las propiedades farmacéuticas de los compuestos organicos, la actividad
bioldgica o el transporte i6nico, este parametro ayuda a entender la adsorcion, distribucion
y transporte de un medicamento ™, es por ello que en este capitulo se presenta el estudio
de estabilidad y determinacion de constantes de acidez para la molécula de Tenox.

1.2 Estudio de estabilidad del Tenoxicam.

Con base a lo reportado en la literatura se ha encontrado que el Tenox es inestable
cuando es expuesto a la luz solar, en estas condiciones la degradacion del Tenox presenta
una banda en 460nm, con el fin de analizar la estabilidad de dicho compuesto para nuestro
sistema en medio acuoso se lleva a cabo un estudio UV-Vis, donde se sigue el
comportamiento del Tenox a 25°C, en presencia de oxigeno y con la exposicion a la luz, los
espectros obtenidos en funcion del tiempo para las especies en medio acido, neutro y basico

se muestran en la figura 1.1.
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Figura 1.1. Espectros de absorcion UV-Vis obtenidos a diferentes tiempos de estar
en exposicion a la luz, en presencia de oxigeno y a temperatura de 25°C. Condicione de
trabajo: Tenox 7.5x10°M pH 1.00 (a), pH 7.42 (b) y pH 11.45 (c).
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A partir de los espectros obtenidos es posible observar la banda caracteristica de la
especie a pH 1.00 del Tenox ubicada en 357nm (Figura 1.1a), ésta se mantiene sin cambios
al menos en un periodo de 60min (figura2a inserto), por lo que el Tenox en estas
condiciones es estable, para la especie obtenida a pH = 7.42 y 11.46 se obtuvieron los
espectros y se observa que no hay cambios significativos en su comportamiento espectral,
por lo que se puede concluir que las especies del Tenox a pH acido, basico y neutro son
estables.

Sin embargo al corroborar la degradacion del Tenox por la exposicion directa a la
luz solar medio acuoso a pH 8.74 (figural.2), los resultados reportados en la literatura
revelan que el espectro del Tenox cambia en funcion del tiempo, méas en la regién espectral,
solo se observa la banda tipica del Tenox y aun después de 60min de la exposicion a la luz
del sol, no se presenta ninguna banda en 460nm, lo que indica que no existe la formacién

de productos de fotodegradacion del Tenox en el sistema de trabajo.

1.24 4

Absorbancia

20 40 60
tiempo / min

Absorbancia

Figura 1.2. Espectros de absorcion del Tenox 7.5x10°M pH b) 8.74 tomado en
diferentes tiempos de haber estado expuestos a 25°C, en presencia de oxigeno y con la
exposicion de la luz solar. En el inserto se presenta el grafico del maximo de absorcion en
funcidn del tiempo.
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Bajo estas circunstancias, donde el Tenox mostro ser estable a diferentes valores de
pH y bajo condiciones ambientales, se desarrollé el método para la determinacién de sus

constantes de acidez en medio acuoso.

1.3 Las constantes de acidez de Tenoxicam.

La molécula de Tenox presenta dos protones &cidos (fig. 1.3) por lo que es posible

determinar sus constantes de acidez.

Figura 1.3. Protones acidos de molécula de Tenox

Para determinar las constantes de acidez de una molécula se pueden utilizar
diferentes técnicas experimentales. Una de ella es electroforesis capilar de zona (ECZ), esta
técnica esta basada en la movilidad de particulas cargadas bajo la influencia de un campo
eléctrico. Esta técnica en particular realiza una separacién en funcion de la carga de las
especies.

Las constantes de acidez de Tenox fueron calculadas mediante esta técnica por

[1.2]

Rodriguez-Barrientos y colaboradores , Obteniendo dos valores de pKa para los

equilibrios mostrados en la tabla 1.1.

23



m niversidad Auténoma Metropolitana

Casa abierta al tiempo

wessos b erenruaZ tAPAlAPA

Area de Quimica Analitica.

Tabla 1.1 Constantes de acidez de Tenox obtenidas mediante

experimental de ECZ a 25°C y fuerza iénica 0.1 M 2,

la técnica

Equilibrio pKa* o
H,Tenox* =——= HTenox+H 1.075£0.025
HTenox =———= Tenox +H 5.142 + 0.027

Rodriguez-Barrientos en este mismo trabajo determind las constantes de acidez de

Tenox por medio de resonancia magnética nuclear (RMN), esta técnica se basa en los

desplazamientos quimicos de las especies. Con esta técnica obtuvo las constantes

presentadas en la tabla 1.2.

Tabla 1.2 Constantes de acidez de Tenox obtenidas mediante

experimental de RMN en DMSO 12,

la técnica

Equilibrio pKaz* o
H,Tenoxt === HTenox+H 1923+ 0.151
HTenox =——= Tenox +H 4.422 +0.069

Otra técnica experimental empleada para determinar

constantes es la

espectrofotometria de ultra violeta visible (UV-Vis). Debido a que por medio de esta

técnica se llevara a cabo el estudio de la interaccion de las distintas especies de Tenox con

B-CD, se realiza la determinacién de las constantes de acidez para calibrar el método,

ademas de que se trabaja con una fuerza iénica mucho mayor (0.2 M) de la reportada por

Rodriguez-Barrientos, et. al. con el fin de alcanzar valores de pH’s mas acidos.
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1.4 Determinacion de las constantes de acidez de Tenoxicam utilizando

espectrofotometria UV-Vis.

1.4.1 Reactivos.

La solucion de Tenox fue preparada a partir del reactivo grado A R Merck. Para
ajustar el pH se utilizo NaOH (Merck 99%) y HCI /(Merck 37%). Todas las soluciones
fueron preparadas usando agua desionizada tipo 1 (18.2 MQcm) libre de materia orgénica,
obtenida de US Filter PURE- LAB Plus UV la cual fue burbujeada con nitrogeno

comprimido (Praxair) (1 min/mL).

1.4.2 Equipo.

Los espectros de absorcion fueron obtenidos mediante un espectrofotometro
Lambda 20 Perkin Elmer.

El pH de las soluciones fue medido usando un potenciémetro Mettler Lab pHM240
con una resolucion de 0.001 de pH con un electrodo combinado de vidrio de intervalo de
pH 0-14 ((Mettler Toledo InLab® Expert NTC30 + DIN/RCA)). Durante la
experimentacién se controld la temperatura a 25°C y se mantuvo la solucién en atmdsfera

inerte de nitrogeno.

1.4.3 Metodologia.

La estimacion de las constantes de acidez pKa se realiz6 partiendo de una solucion
de Tenox 7.5x10°M en NaOH 0.01M vy realizando adiciones de HCI 0.1M y NaCl 0.1M.
Para cada adicion se tom6 la lectura de pH y de potencial, ademéas del espectro de
absorcion.

La informacion obtenida se alimenté al programa computacional SQUAD ! para

el célculo de las constantes espectrofotométricas.

1.4.4 Constantes de acidez obtenidas mediante UV-Vis.

En la Figura 1.4, se muestran los espectros de absorcion de Tenox en el intervalo de
pH 0.46 a 13.44, en donde es posible observar un maximo de absorcion en 354 nm para
valores de pH acidos en el intervalo de 0.4 y 1, el cual presenta un efecto batocrémico y un
efecto hipocromico conforme se incrementa el pH asi mismo se aprecia la formacion de una

banda de absorcion para longitudes de onda menores a 300nm. A partir de pH 6 el pico
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méaximo de absorcion presenta un efecto hipsocromico y un efecto hipocromico, y se
aprecia la formacion de dos bandas para longitudes de onda menores a 300nm.

2.2

pH
—0.46
—0.66
—0.78
—0.89
—1.03
—1.13
—1.26
—1.46
—1.67
—1.99
—222
—2.95
—3.93
4.40
—4.61
—4.79
—5.14
—5.48
6.11
10.24
13.44

2.0 +
1.8 +
16 +

14 +

Absorbancia

0.0

225 275 325 375 425
A/nm

Figura 1.4 Espectros de absorcion a diferentes pH para Tenox 7.5x10°M obtenidos a partir
de diferentes adiciones de NaOH.

El célculo de las constantes de acidez para el Tenox se obtuvo mediante el programa
computacional SQUAD. Este programa se alimentdé con 70 espectros de absorcién
experimentales en un intervalo de longitud de onda 220nm a 500nm, los valores de pH
obtenidos para cada espectro de absorcion y la concentracién del analito (Tenox), ademas
de una propuesta del modelo quimico.

A partir de SQUAD se obtienen los valores de las constantes de acidez para cada

equilibrio asociado, estas se presentan en la tabla 1.3.
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Tabla 1.3. Constante de acidez obtenida a partir de los espectros mostrados en la

Figura 1.2 y el programa SQUAD para 70 espectros de absorcion y un intervalo de
longitud de onda 220nm a 500nm.

Equilibrio logB £ o
H,Tenox* === HTenox+H 6.385+0.008
HTenox =——= Tenox +H 5.277 + 0.006

DS=0.0204 U = 3.9x10™*

En la figura 1.5 se presenta los coeficientes de absortividad molar, €, obtenidos a
partir de SQUAD para las distintas especies de Tenox.

3.0 H,Tenox*
< R HTenox
=
X 2.0 -
£
2
2 1.0 §
Iy I
0.0 = —_ e

220 270 320 370 420 470
Al nm

Figura 1.5. Coeficientes de absorcion generados a partir de SQUAD para las
distintas especies de Tenox a partir de los espectros de absorcion de la figura 1.4.

Una vez refinadas las constantes de acidez de Tenox y con los coeficientes de
absortividad obtenidos, se realizé el ajuste de los espectros de absorcion de Tenox y se

comparan con los experimentales. La Figura 1.5 muestra los espectros simulados para los
pH mas representativos.
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Figura 1.6 Espectros UV-Vis Tenox 75 uM ajustados a partir de los datos
calculados (linea) y comparados con los experimentales (marcador).

Como se puede observar en la figura 1.6 los espectros ajustados concuerdan con los
obtenidos experimentalmente. Este resultado indica que los datos ajustados obtenidos
representan el comportamiento experimental, por lo que las constantes de acidez calculadas
son confiables.

Asi entonces se ha caracterizado mediante espectrofotometria UV-Vis el Tenox
donde se tienen el predomino de tres especies para la molécula de Tenox, como se muestra
en el diagrama de zonas de predominio lineal de la figura 1.7, sin embargo para la especie
neutra se tienen dos posibles desprotonaciones, de las cuales puede predominar la especie

neutra o la especie zwiterionica.
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Figura 1.7 Diagrama lineal de zonas de predominio en funcién de pH para la
molécula de Tenox.

1.5 Orden de desprotonacién del Tenoxicam.

Para discernir el predominio entre la especie zwiterionica y la especie neutra del
Tenox, se realizaron calculos tedricos utilizando la teoria de funcionales de la densidad

(DFT por sus siglas en inglés).

1.5.1 Célculo del orden de desprotonacion del Tenoxicam

1.5.2 Detalles computacionales.

Los célculos de optimizacion de geometria y frecuencia se llevaron a cabo
utilizando el funcional M05-2X ™4 y el conjunto base 6-3 1+G(d,p). Los calculos de
optimizacion de geometria y frecuencia fueron realizados en solucion, utilizando el modelo

continuo SMD 1!y agua como solvente.
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Todos los célculos se realizaron con el paquete de programas Gaussian 09 . Las
correcciones termodinamicas a 298 K fueron incluidas en el calculo de energias relativas.
Los espectros calculados se han calculado utilizando la teoria de funcionales de la densidad
dependiente el tiempo (TD-DFT), con transicion vertical que implica hasta tres estados

excitados.

1.5.3 Analisis de la desprotonacion del H,Tenox”

Debido a la estructura quimica de Tenox y el hecho de que tiene dos valores de pKa,
su proceso de desprotonacion en solucién acuosa puede implicar diferentes especies
quimicas. Por ejemplo, la primera etapa de desprotonacion, de la molécula de Tenox
totalmente protonada (H,Tenox") para el neutro (HTenox), puede dar lugar a especies de
zwiterion 0 en una especie neutra. Dado que la interaccién de un producto de este tipo con
su entorno sera muy diferente dependiendo de su naturaleza, es muy importante tener un
conocimiento exacto de cual especie quimica de Tenox resulta después de la etapa de
desprotonacion.

Dos rutas de desprotonacion han sido investigadas para la especie HoTenox™ (ver
esquema 1.1): una ruta conduce a la especie neutra (HTenox) y la otra conduce al zwitterion
(HTenox(z)). En el célculo de energias, como se puede observar en el esquema 1.1, se
encontré que la especie zwitterionica es significativamente la mas bajo en energia. Por lo
tanto, se prevé que sea la que se forme durante la primera desprotonacion de H,Tenox".

+
H,Tenox

OH
HTenox V \<+ HTenox(z)
(@]

o7 o O\\é" / ®

S-N NooH R

N 7\ NN

B WL NER J s

S

<L 6o o

(13.57 kcal/mol) (0.00 kcal/mol)

Esquema 1.1 Ruta de la primera desprotonacion de la especie H,Tenox™.
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En la figura 1.8(a) se pueden observar los espectros UV-Vis para las especies de
HTenox, HTenox(z) y H,Tenox™ calculados tedricamente encontrandose que las formas de
todos ellos son muy similares. Presentan dos méaximos de absorcion en la region de 310 a
340 nm y un segundo maximo de absorcion alrededor de 260 nm. La banda principal en el
espectro de UV de HTenox(z) es desplazada al rojo por 20 nm con respecto al espectro de
UV de H,Tenox", mientras que es azul desplazado por 8 nm en el espectro de UV de
HTenox. En la figura 1.8 (b) se puede observar la comparacién de estos espectros con el
experimental correspondiente a pH 3.325 donde se puede concluir que la desprotonacion de
H,Tenox™ corresponde a la especie HTenox(z). Ademas de que la energia y los criterios
espectrales, apoyan que la especie HTenox que predomina corresponde a las especie

Zwitterionica.

Interdisciplina en evolucién

250 - 25 1
—Htenox(z)
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2.00 - — H,Tenox* C
HTenox ]
150 | Q15
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— 0 v R
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Figura 1.8. (a) Espectros UV-Vis calculados para las especies HTenox, HTenox(z) y
H,Tenox". (b) Comparacion de los espectros UV-Vis de HTenox(z) y HTenox con el
espectro experimental obtenido a pH 3.325.

1.6 Conclusiones.

Se obtuvieron las constantes de acidez de la molécula de Tenox, y se presentan las
especies que predominan junto con su caracterizacion espectrofotométrica experimental y
tedrica DFT. Ver figura 1.9.
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Figura 1.9. Diagrama lineal de zonas de predominio en funcion de pH para la
molécula de Tenox. Caracterizacion espectrofotométrica experimental (marcadores) y DFT
(linea continua).

Asi mismo se determino el camino de desprotonacion a seguir a partir de la especie

H,Tenox", siendo la especie predominante el zwitterion la cual denominaremos en los
siguientes capitulos como HTenox(z).

Cabe resaltar que el método calibrado para obtener las constantes de acidez
mediante espectroscopia de UV-Vis, son similares a las obtenidas por Rodriguez-Barrientos

et. al ™ por medio de electroforesis capilar y RMN (Ver tabla 1.4).

Tabla 1.4. Comparacion de las constantes de acidez obtenidas a partir de espectrofotometria
UV-Vis comparadas con las reportadas. 2

pKazto
Equilibrio UV-Vis* CZE NVREZ
H.Tenoxt =——= HTenox+H 1.110 + 0.002 1.074 £ 0.025 | 1.923 £0.151
2 —~—~
HTenox =——= Tenox +H 5.270 = 0.008 5.142 + 0.027 | 4.422 £ 0.069

*Qbtenidos en este trabajo.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACION
ELECTROQUIMICA DEL TENOXICAM.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DEL TENOXICAM.

2.1 Introduccion.

En la figura 2.1 es posible observar que la molécula de Tenox presenta grupos que
podrian oxidarse perdiendo cierto nimero de electrones, por lo que una vez caracterizada la
molécula de Tenox mediante espectrofotometria UV-Vis y determinado el orden de
desprotonacién, es importante su caracterizacion electroquimica para el desarrollo de
métodos electroquimicos para la cuantificacion de Tenox.

Asi, en este capitulo se estudia el comportamiento electroquimico de Tenox en
solucion acuosa apoyado en distintas técnicas electroguimicas como son voltamperometria
ciclica (VC), voltamperomeria diferencial de pulso (VDP), cronoamperometria (CA) y
electrodo de disco rotatorio (DR). A pesar de que este estudio se llevo a cabo para las
diferentes especies de Tenox, para efectos practicos se presenta detalladamente el estudio
para la especie protonoda H,Tenox", presentando al final los resultados obtenidos para las

otras dos especies, HTenox (z) y Tenox'.

O—
®)

H

Figura 2.1. Probables sitios de oxidacion de la molécula de Tenox
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2.2 Estudio electroquimico del Tenoxciam.

2.2.1 Reactivos.
Todos los reactivos son de grado analitico, Tenox (FLUKA), hidréxido de sodio (JT
Baker) y &cido clorhidrico (Monterrey), todas las soluciones fueron preparadas con agua

desionizada.

2.2.2 Equipo.

Para los experimentos electroquimicos de VC, VDP y CA se utilizéd una celda
convencional de tres electrodos; como electrodo de trabajo se utilizo un electrodo de pasta
de carbon (EPC) el cual fue preparado a partir de polvo de Grafito (Johnson Matthey 1 pm,
99.9%) #1221 Como contra-electrodo se utilizé un alambre de platino (BAS MW-1032) y
como electrodo de referencia se utilizdé un electrodo Ag/AgCI saturado (BAS MF-2052).
Los experimentos electroquimicos se llevaron a cabo con un potenciostato (EPSILON-
Bass-i).

Para el experimento electroquimico en condiciones de conveccion forzadas (DR) se
utilizé un EPC (3 mm de diametro) acoplado a un controlador de electrodo de disco
rotatorio (RDE-BAS-2) como electrodo de trabajo.

El pH de las soluciones fue medido usando un potenciémetro Mettler Lab pHM240
con una resolucion de 0.001 de pH con un electrodo combinado de vidrio de intervalo de
pH 0-14 ((Mettler Toledo InLab® Expert NTC30 + DIN/RCA)). Durante la
experimentacion se controlé la temperatura a 25°C y se mantuvo la solucién en atmosfera

inerte de nitrégeno.

2.3.1 Respuesta del Tenoxicam en Voltamperometria Ciclica (VC).

En la Figura 2.2 se muestran el VC obtenido en el sistema EPC / 12 uM Tenox,
0.2M CI" a pH 0.405 donde predomina la especie H,Tenox". El barrido de potencial se
inicia en potencial de circuito abierto (Ej=0) hacia potenciales positivos a una velocidad de
barrido de potencial de 0.1 Vs™ y es posible apreciar que se presenta un pico de oxidacion
en 0.78 V. Al invertir el barrido de potencial se espera observar el pico de reduccion
correspondiente al pico anddico presente, sin embargo no se presenta pico de reduccién

alguno.
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24
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0 1 % i : :
000 020 040 060 080 1.00
EINV

Figura 2.2. Voltamperograma ciclico obtenidos en el sistema EPC / 12 uM Tenox,
0.2M CI" a pH 0.405. El barrido de potencial se inicia en 0 V en direccion anddica a una
velocidad de barrido fue de 0.1Vs™

Al obtener solo el pico de oxidacion en el VC es importante saber qué limita la
transferencia de carga. Para ello se lleva a cabo un estudio de VC para diferentes
velocidades de barrido de potencial.

En la figura 2.3 se presenta una familia de VC’s a diferentes velocidades de barrido
de potencial para la especie HoTenox" (pH 0.405), las cuales van desde 20 mVs™ hasta 200

mVs?
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Figura 2.3. Familia de VVC’s a diferentes velocidades de barrido de potencial
mostradas en la figura para el sistema EPC/ Tenox 7uM a pH 0.410.

La expresion de Randles-Sevcik (ecuacion 2.1) 2% indica que la transferencia de
carga esta limitada por la difusion cuando se presenta una funcion lineal de la corriente de

pico en funcidn de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potencial.
i, =(2.688x10° )n2SD2C 0" (2.1)

Donde iy, €s la corriente de pico anddica, n el numero de electrones, S el area del
electrodo, Dr el coeficiente de difusion, Cg la concentracion del analito y v la velocidad de
barrido de potencial.

Asi entonces, en la figura 2.4 se presenta el grafico de ip:f(v°'5), donde se puede

observar una tendencia lineal lo cual indica que la transferencia de carga esta controlada

por la difusion.
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Figura 2.4. Gréfico de la iy, = f(+7°) correspondiente a la figura 2.3.

La recta de la figura 2.4 presenta la ecuacion ipa (LA) = (16.04 + 0.26) (LAV 2352
v?® + (0.731 £ 0.088) (LA).

Ya que no se obtiene pico de reduccion alguno y el pico de oxidacién obedece a un
proceso controlado por la difusion, es importante definir si se trata de un mecanismos que
presenta una cinética, ko, rapida o lenta, y/o un mecanismo quimico acoplado.

Para poder describir este comportamiento es necesario conocer el nimero de
electrones que se transfieren en la reaccion electroquimica.

En la ecuacion 2.1, la expresion de Randles-Sevcik, es posible apreciar que se puede
determinar el nimero de electrones que participan en la reaccion electroquimica, sin
embargo se necesita del coeficiente de difusion del Tenox en medio acuoso, del cual no se
conoce el valor.

Una de las técnicas electroquimicas por la cuales es posible conocer el nimero de
electrones, prescindiendo del coeficiente de difusion, es la cronoamperometria (CA).
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2.3.2 Calculo del nimero de electrones y potencial de media onda, CA.
Si bien la CA es descrita por la ecuacion de Cottrel (ecuacion 2.2)
i =nFSC,DL/ 277%™ (2.2)

Donde F es la constante de Faraday, i es la corriente, n el nimero de electrones, S el
area del electrodo, Dg la constante de difusion, Cg la concentracion del analito y t el
tiempo.

Asi entonces, utilizando la técnica experimental de CA se obtuvo una familia de
potenciostatos transitorios (i = f(t)) (ver figura 2.5), para Tenox 153uM a pH 0.403 para
diferentes potenciales impuestos, los cuales van de 0.615 a 0.815 V que es la ventana de

potencial observada para el pico de oxidacion en el VC del Tenox de la figura 2.2.

20 ¢

18 |
60 - 16 +
14 |
55 TS
10 +
50 - 8+

T

45 -

o N A~ o

40 -

£-05/505

i/nA
]

20 ~
15

10 | T
5 : >

0.615V
—

160
t/ms

Figura 2.5. Familia de potenciostatos transitorios para diferentes potenciales
mostrados en la figura en el sistema EPC/ Tenox 17uM a pH 0.410. En el inserto de la
figura se presenta el gréafico de la i = f (t °°).
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Como se puede observar en el inserto de la figura 2, se tiene una relacion lineal de
la corriente en funcion del inverso de la raiz cuadrada del tiempo, la cual presenta la
ecuacion (i(nA) = (2.803 + 0.003) (uAsY?) t¥2 — (0.716 + 0.014)(pA)). Este
comportamiento es predecible por la ecuacién 2.2 de Cottrell, la cual confirma que la
transferencia de carga esta controlada por la difusion.

De la familia de cronoamperogramas de la figura 2.5 es posible tomar diferentes
tiempos de muestreo t y se construyen graficas de corriente en funcion del potencial (ver

figura 2.6). Para este sistema es valida la ecuacion 2.3 41,

0.05916 i —i
E= E1/2 - n Iog( ! :

) (2.3

donde E es el potencial del electrodo, Ey, es el potencial de onda media, i; es la

corriente limite, T es la temperatura absoluta y R es la constante de los gases.

20 +

18 +

16 1 Illl.l.....

" -
14+ .
= PR TR X AR
12 + o** T/ ms
1 *
[ *

S0 . 60
= mee = 40

8 + LS

! 0y 80
6 . 120
[}
4 L ’
n"ié
Zj "“"".
n
om & 2.0 ; ‘ ; |
0.69 0.74 0.79 0.84

E/V

Figura 2.6. Curvas corriente-potencial para diferentes t obtenidas a partir de los

potenciostatos transitorios de la figura 2.5
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De la ecuacion (2.3), es posible obtener el grafico de E vs In [(ij-i) / i] (figura 2.7),
donde se aprecia la curva de E = f (Log (i -i/i)) para un t de 60 milisegndos con ecuacion
(E (V) = (-0.0310 = 0.0004)(V) log[(i-i)/i] + (0.7704 + 0.0004(V)).

>
L
1 1 | 1 —0173 1 | 1 | | |
-15 -1 -05 0 0.5 1 1.5
log(i-ii)

Figura 2.7. Curva E = f (Log (i .-i/i)) para un t de 60 milisegundos.

De la curva de la figura 2.7 es posible obtener los valores de n y E;». En la Tabla

2.1, es posible apreciar los valores calculados de n'y Ey, para distintos tiempos 7.

Tabla 2.1. Célculo de namero de electrones y E;;, para diferentes t obtenidos a
partir de las curvas E = f (Log (i -i/1)).

t/ms n Ei/V Pendiente/V
40 2.10340.050 0.77401+0.0006 -0.0281+0.0007
60 2.006+0.032 0.77759+0.00017 -0.0294+0.0005
80 1.905+0.026 0.76564+0.00037 -0.0310+0.0004
120 1.936+0.028 0.76703+0.00034 -0.0305%0.0004
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Asi entonces los valores obtenidos para este a cantidades fueron n = 1.996 £ 0.097 y
E.p =0.770 £ 0.004.

2.3.3 Numero de electrones, (VDP).

Con el fin de confirmar el valor de n, se utiliza la técnica de voltamperometria
diferencial de pulso VDP ya que de acuerdo con Parry y Osteryoung ° y Brett y Brett ¢

cuando AE se aproxima a cero se cumple (2.4), por lo tanto, el nimero de electrones se
puede estimar usando (2.4) con T =25 ° C.

W,,, =3.52RT / nF (2.4)

Donde Wy, es la amplitud de onda media, R es la constante universal de los gases, n
es el nimero de electrones y F es la constante de Faraday.

En la figura 2.8 se muestra el VDP bajo condiciones estacionarias, en el sistema

EPC/HCI 0.1M, Tenox 7 uM (pH=0.403) para diferentes amplitudes de pulso, AE.
0.50 +

0.40 +

0.30 +

i/lpA

Amplitud/V

—0.02
0.20 + 0.005

0.10 +

0.00 -

0.60 0.65

0.70
E/V

0.75 0.80 0.85

Figura 2.8. Gréafico de VDP para el sistema EPC/HCI 0.1M, Tenox 7 uM
(pH=0.403) para dos diferentes amplitudes de pulso, AE, indicados en la figuraen V.

Para diferentes amplitudes de pulso, AE, se tienen diferentes alturas de pico medio,

con las culaes es posible calcular Wi, En la tabla 2 se puede observar el numero de
electrones, n, obtenido para las diferente amplitudes de pulsoy Wy,.
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Tabla 2.2. Numero de electrones obtenidos y amplitud de onda media a partir de la

ecuacion 2.4.

AEIV WiplV n

0.050 0.060+0.001 1.507+0.025
0.040 0.055+0.001 1.64+0.029
0.030 0.052+0.001 1.73+0.033
0.025 0.050+0.001 1.80+0.036
0.020 0.048+0.001 1.88+0.039
0.010 0.046+0.001 1.96+0.042
0.005 0.045+0.001 2.00+0.044

Como se puede observan en la Tabla 2.2, el nimero de electrones transferidos se

aproxima a n = 2 cuando AE tiende a cero, lo que esté de acuerdo con el valor estimado en

los experimentos de voltamperomentria para las curva de corriente-potencial.

Ya que se ha obtenido el nimero de electrones es posible adentrarse en el calculo de

ko para ello se utiliza voltamperometria lineal de disco rotatorio (DR).

2.3.4 Respuesta de Tenoxicam en condiciones

voltamperometria lineal de disco rotatorio. (DR)

de conveccion forzada,

Conociendo el nimero de electrones, es posible calcular la constante de difusion,

sin embargo, como se menciond anteriormente para ello es necesario saber qué tipo de

reaccion se tiene en el sistema. Por ello es importante el calculo de la constante heterogénea

de velocidad, ko; para determinar esta constante se realizaron experimentos utilizando la

técnica experimental de electrodo de disco rotatorio.

En la figura 2.7 se muestra los voltamperogramas lineales de disco rotatorio, VDR,
en el sistema EPC-EDR/ HCI 0.1M, Tenox 17 uM (pH=0.430) bajo condiciones de

conveccién forzada. Los VDR fueron llevados a cabo en una ventana de potencial de 0V a

1V aplicando diferentes velocidades de barrido (v) (0.02 V s* <v < 1.80 V s™) y variando

43

Interdisciplina en evoluci



m niversidad Autonoma Metropolitana Area de Quimica Analitica.
uu‘f:;’.’ﬁ.?:':?ﬂ&f'..mm..m.ztapa|apa Interdisciplina en evolucidn

la velocidad de rotacion, o, en el rango de 50 rpm a 600 rpm. En todos los casos, el barrido
de potencial se inicié en potencial de circuito abierto (E;j=0).

Es posible observar en todos los casos, que despues de la formacion de un pico bien
definido, se alcanza una corriente limite anddica, i;. Para una velocidad angular dada, o del
EPC-EDR (véase la figura 2.7(a)) el pico de corriente formado antes de la corriente limite,
I, disminuyen conforme disminuye la velocidad de barrido de potencial, sin embargo, los
valores de la corriente limite son practicamente independientes de la velocidad de barrido
del potencial. Una vez estudiado este comportamiento se obtuvieron los voltamperogramas
lineales para una velocidad de barrido de 0.1Vs™ variando la velocidad de rotacion del
electrodo, w, ver figura 2.7 (b).

6.0
100 +

a)

07 ®/rpm

—50
—100
—140
—200
—240
280
320
380
420

40 +

3.0 +
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—25mV/S
—=75mV/s
—100mV/s

I/nA

2.0 +

1.0 +

00 +——

0.6 0.7 038 09 0.8 0.9 1
E/V E/V
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Figura 2.9. Familia de voltamperogramas de barrido lineal, bajo condiciones de
conveccion forzada, en el sistema EPC/HCI 0.1M, Tenox Tenox 17 uM (pH=0.403) para
diferentes condiciones experimentales (a) Velocida de rotacion constante, w, del EPC-EDR
(50 rpm) y diferentes barridos de potencial indicados en la figura; (b) diferentes valores de
®, indicados en la figura en rpm. En todos los cascljs la velocidad de barrido de potencial es
de 0.1 Vs™.

En todos los casos, después de la formacion del pico de corriente anodica, se
observa la corriente limite anddica. En la figura 2.10 es posible observar que la corriente
limite anddica se incrementa proporcionalmente con »”>. Este comportamiento es descrito
por la ecuacion de Levich (2.5) que se aplica para una condicidén total de transferencia
limitada por la masa al electrodo de disco rotatorio, EDR, y predice que la corriente limite

es proporcional a ',
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i, =0.2nFSDZ*Cu o2 (2.5)

Donde v es la velocidad cinematica, o es la velocidad de rotacion, F es la constante
de Faraday, i; es la corriente limite, n el nimero de electrones, S el area del electrodo, Dr el

coeficiente de difusion y Cg la concentracién del analito.

10
1 o
8 1
1 d@w
&
6 s
R »°
- 4 o°
1 0®°
2 1
O ' } T } T } T
0 10 20 30 40
@%/rpm

Figura 2.10. Corriente limite evaluada a 0.9V (puntos) en funcién de > el ajuste
de la recta (ij (LA)= (2.43 + 0.02)10” (nArpmM™®®) &’ + (1.55 +0.05) 10° 107 (uA)).

Utilizando la ecuacién de Koutecky-Levich (2.6) #!, se obtuvieron para diferentes
potenciales las rectas del inverso de la corriente en funcion del inverso de la velocidad de

rotacion a la un medio

1 1 1

="+
i i, 0.62nSFDZ°C.0 V¢ 0"

(2.6)

En la ecuacion 2.6 es posible observar que la pendiente es el inverso de la ecuacion

de Levich y la ordenada es el inverso de la corriente cinética.
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En la figura 2.11 se muestran estas rectas dadas por la ecuacion 2.6 las cuales

ilustran dos potenciales de 0.85Vy 1 V.

0.25 +

@)

02 +

iYpAl

©0.85
o1
015 +

0.1

0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
@5/rpm-05

Figura 2.11. Curvas de Koutecky-Levich para potencial de 1 y 0.85 V para el
sistema EPC/HCI 0.1M, Tenox Tenox (153+1) mM (pH=0.403).

A partir de la corriente cinética y siguiendo la ecuacion 2.7 de Tafel es posible

obtener el valor de K.

i, = FAK,C
i0
= 2-7
° " FAC @)

Asi se obtiene un valor para la constante de velocidad heterogénea ko de 0.09cms™.
Esto es indicativo de que se tiene en el sistema una reaccion irreversible con una constante
heterogénea de velocidad ko grande y una reaccion quimica acoplada con una velocidad de

reaccion grande.
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Una vez caracterizado el pico de oxidacion de Tenox y obtenidos los valores
fisicoquimicos asociados a éste, es posible calcular el coeficiente de difusion de la molécula
en nuestro sistema. Esta determinacion se lleva a cabo mediante las técnicas experimentales

electroquimicas y mediante calculos computacionales.

2.3.6.1 Determinacion experimental del coeficiente de difusion.

Una vez conocido el nimero de electrones transferidos durante la oxidacion del
Tenox, es posible calcular el coeficiente de difusion a partir de la pendiente de la recta de
acuerdo a la expresion de Randles-Sevcik (2.1) para una cinética rapida, la de cottrell (2.2),

y la de Levich (2.5), los resultados se pueden apreciar en la tabla 2.3

Tabla 2.3. Determinacion de constante de difusion obtenida por diferentes técnicas
electroquimicas y teorico considerando un valor de n = 1.996 + 0.097.

Técnica Pendiente 10°D/cm?s™
VC (16.04+0.26)(mAV ?°s") 3.745x0.077
CA (2.405+0.028)(MAs ™) 4.116+0.086
DR (2.43+0.02)(mArpm™>) 4.396+0.058
Caélculo Teorico - 4.54

Asi el valor promedio de D experimental es de (3.87 + 0.47) X10°cm?s™.

2.3.7 Determinacion computacional del coeficiente de difusion.

El valor tedrico del coeficiente de difusion del Tenox es calculado a partir de la
aproximacion de Einstein-Stokes 2729
kT

D=
67na

(2.6)

Donde kg es la constante de Boltzman, T es la temperatura a 298 K, » denota la
viscosidad del solvente, que en este caso es agua (7 = 8.91x10™) y a es el radio del soluto.
El valor de a fue estimado usando el paquete de programas computacionales Gaussian
03219 con la opcién de volumen=ajustado. La geometria para esta estimacion fue

previamente optimizada con un nivel de teoria M052X/6-31+g(d,p). ES importante notar
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que el valor de D es similar a los valores experimentales evaluados bajo condiciones
estacionarias y de conveccion forzada hidrodinamicas.

Cabe mencionar que la mejor técnica para obtener el coeficiente de difusion con el
menor error estadistico es la de voltamperometria lineal de disco rotatorio (DR), sin
embargo en la tabla 2.3 es posible observar que el valor del coeficiente de difusion obtenido
a partir de las otras técnicas es muy cercano entre si.

Asi mismo es importante hacer notar que el valor del coeficiente de difusion

obtenido es del orden de la sacarosa en agua.

2.3.5 Estudio electroquimico para las especies de HTenox (z) y Tenox-.

El estudio de caracterizacion electroquimica que se llevo a cabo para la especie
protonada de H,Tenox", se realizd también para las especies de HTenox (z) (pH 3.175), y
Tenox’, (pH 7.150).

En la Figura 2.12 se muestran VCs obtenidos en el sistema EPC / 17 uM Tenox,
0.2M CI para las diferentes especies de Tenox: H,Tenox" (pH 0.405), HTenox (z) (pH
3.175), y Tenox’, (pH 7.150).

35

30 +

25 +

20 |
Et |

15 +

10 +

5,,

0 —+ _,,_Q‘LJ.,% — _,‘»__,._..‘ e

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V

Figura 2.12. Familia de VCs obtenidos en el sistema EPC / 17 uM Tenox, 1M CI’
con diferentes valores de pH mostrados en la Figura. En todos los casos el barrido de
potencial comenzo6 a 0 V en direccion anddica a una velocidad de barrido de potencial de
0.1vs™*
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Para los tres casos el barrido de potencial se inicia en potencial de circuito abierto
(E;=0) hacia potenciales positivos a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs™ y es
posible apreciar que se presenta un pico de oxidacion en 0.78 V, 0.667V y 0.610V. Al
invertir el barrido de potencial se espera observar el pico de reduccion correspondiente al
pico anddico presente, sin embargo para las tres especies no se presenta pico de reduccion
alguno. Asi mismo se aprecia que el potencial de oxidacion disminuye al aumentar el pH;

éste mismo efecto se puede observar con la corriente asociada.

Al presentar, la especie anidnica y neutra, el mismo comportamiento electroquimico
que la especie protonada, se lleva a cabo el estudio para determinar el nimero de electrones
y ko con lo que se tiene que para estas especies el niumero de electrones transferidos
también es de dos y presentan una cinética electroquimica rapida con una reaccién quimica
acoplada.

Asi mismo se determiné el coeficiente de difusion para la especie HTenox (z), y

Tenox'; este valor se compara en la tabla 2.4.

Tabla 2.4. Determinacién de la constante de difusion obtenida para las diferentes
especies de Tenox utilizando la técnica de DR, considerando un valor de n = 1.996 + 0.097.

Técnica DR 10°D/cm?s™
H,Tenox" 4.396+0.058
HTenox(z) 4.405+0.058
Tenox™ 4.630+0.058

Es posible apreciar en la tabla 2.4 que el coeficiente de difusion obtenido para las
distintitas especies de Tenox no es el mismo. Sin embargo es cercano ya que la diferencia

de especie a especie es la pérdida de un proton.
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2.4 Conclusiones.

Se determind en la caracterizacion electroquimica de las tres especies de Tenox que
no presentan picos de reduccion asociados al pico de oxidacion; ademas se estimo que
durante su oxidacion electroquimica participan 2 electrones y se encontrd que la oxidacion
electroquimica para las tres especies Tenox es un proceso controlado por la difusion que
sigue un mecanismo electroquimico-quimico (EC por sus siglas en inglés) donde la cinética
electroquimica y quimica son réapidas. Asi mismo se determiné el coeficiente de difusion

para las distintas especies del Tenox.
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CAPITULO 3. PRODUCTOS DE OXIDACION DE TENOX.

3.1 Introduccion.

Teniendo en cuenta que la oxidacion electroquimica del Tenox es un proceso
controlado por la difusion que sigue un mecanismo EC donde la cinética electroquimica y
quimica son rapidas como se ha concluido en el capitulo 2, es conveniente determinar la
naturaleza méas probable de los productos no electroactivos de esta reaccion. Por ello en
este capitulo se presenta un estudio espectro-electroquimico y de cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) para la caracterizacion de estos productos de oxidacion, apoyandose
con célculos tedricos de la teoria de funcionales de la densidad (DFT)

Para el estudio de caracterizacion de los productos de oxidacion del Tenox, se lleva
a cabo una macroelectrolisis en la cual después de cada tiempo determinado de oxidacion
se toma la respuesta del voltamperograma ciclico, el espectro de absorcién de UV-Vis y el
cromatograma de HPCL de la molécula del Tenox con el fin seguir la oxidacion de esta

molécula. A continuacion se explican los detalles del estudio experimental.
3.2 Metodologia

3.2.1 Reactivos.
Todos los reactivos son de grado analitico, Tenox (FLUKA), hidréxido de sodio (JT
Baker) y acido clorhidrico (Monterrey), todas las soluciones fueron preparadas con agua
desionizada.

3.2.3 Equipo utilizado para los experimentos electroquimicos.

Se utiliz6 una celda convencional de tres electrodos, empleando como electrodo de
referencia un electrodo de platino platinado (BAS contraelectrod-MW-1033); como
electrodo de referencia un electrodo de Ag/AgCl (BAS-MF-2079) y como electrodo de
trabajo un electrodo de pasta de carbon CPE (BAS-electrodo de trabajo MF-2065 diametro
de 3 mm).

Los experimentos de macroelectrdlisis se llevaron a cabo en una celda masiva de
electrolisis (Princeton Applied Research Kit 377/16 Stirring Synchronous Motor),
utilizando como electrodo de trabajo una malla de platino (MF-2077 BAS electrodo con un
area superficial de 10.5 cm?cm?), un electrodo de vidrio con puente de alambre de platino
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como electrodo de referencia (Princeton Applied Research Kit KO030) y un electrodo de

pasta de carbon como contra electrodo.

3.2.4 Equipo utilizado para el experimento espectrofotométrico UV-Vis.
Los estudios espectrofotométricos se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 20 y una celda de cuarzo de 1cm de

longitud de paso oOptico.

3.2.,5 Equipo utilizado para el experimento de cromatografia liquida de alta

resolucion.

Los experimentos de cromatografia liquida de alta presion , HPLC por sus siglas en
ingles, fueron realizados en un cromatografo Perkin Elmer series 200 de alta resolucion, el
cual lleva integrado un detector de arreglo de diodos con una lampara UV-Vis la cual se
fijo a 354 nm. El inyector consiste en un bucle de 20 uL. La columna de trabajo es una
Phenomenex Luna 5u es C18 (2) 100A. La fase movil consistié en una mezcla de 200 ml de
metanol, 100 ml de acetonitrilo, 10 ml de acido acético, 10 ml &cido fosférico y 200 ml de
agua. Se trabajo con un flujo de agua de 1 ml/min.

3.2.6 Oxidacion de la molécula de Tenoxicam.

La figura 3.1 muestra una familia de VVCs para diferentes tiempos de oxidacién, de 1
minuto a 24 minutos, tomados después de una macro electrolisis, para todos los casos se
inicié un barrido de potencial en corriente nula hacia potenciales positivos presentando un
pico de oxidacion alrededor de 0.78V, se observa que conforme incrementa el tiempo de
oxidacion el pico anddico se mueve hacia potenciales mas positivos al mismo tiempo que
disminuye la corriente de pico siendo asi para el tiempo de 24 minutos la corriente es

practicamente nula.
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Figura 3.1. Familia de voltamperograma ciclicos aplicado para una velocidad de
barrido de 0.1 V s, en el sistema 0.1 M HCI, (153 + 1) uM tenox (pH = 0.461) después de
diferentes tiempos de oxidacién, para 1 V, indicados en la figura en minutos.

En la figura 3.2 se presentan los espectros de absorcion obtenidos después de
imponer un potencial de oxidacion durante diferentes tiempos en el sistema EPC / Tenox
(153 + 1) uM, HCI 0.1 M (pH=0.405). Se puede observar que el pico de absorcion
caracteristico del Tenox que se presenta en A =354 nm disminuye a medida que el tiempo
de oxidacién aumenta. Asi mismo se puede apreciar la formacion de 3 bandas a longitudes
de onda menores a 300nm mientras que en el inserto se observa el espectro de absorcién
obtenido para el tiempo final de oxidacidn, en el cual la banda caracteristica del Tenox en

354nm précticamente no presenta absorcion.
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Figura 3.2. Familia de espectros UV-Vis en el sistema 0.1 M HCI, (153 £ 1) uM
Tenox (pH = 0.461) después de diferentes tiempos de oxidacion, para 1 V, indicados en la
figura en minutos.

3.3 Estudio del mecanismo de oxidacion del Tenoxicam.
Existen diversas propuestas experimentales respecto al mecanismo de oxidacion de
la molécula del Tenox, por lo que se evaluaron estas propuestas con célculos

computacionales.

3.3.1 Detalles Computacionales para el estudio del mecanismo de oxidacion.

Los calculos de optimizacion de geometria y frecuencia se llevaron a cabo
utilizando el funcional M05-2X B4 y el conjunto base 6-3 1+G(d,p). Los calculos de
optimizacion de geometria y frecuencia fueron realizados en solucion, utilizando el modelo
continuo SMD B2y agua como solvente. Todos los célculos se realizaron con el paquete
de programas Gaussian 09 31 Las correcciones termodindmicas a 298 K fueron incluidas

en el célculo de energias relativas. Los espectros calculados se han calculado utilizando la
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teoria funcional de la densidad dependiente el tiempo (TD-TFD), con transicion vertical

que implica hasta tres estados excitados.

3.3.2 Mecanismo de la oxidacion de la molécula del Tenoxicam sin fragmentacion.

De acuerdo con Tsopelas y colaboradors®* la oxidacién electroquimica de los
oxicams, incluido el Tenox, podria involucrar la pérdida de uno o dos electrones sin
considerar los productos de oxidacion de una posible fragmentacion (ver esquema 3.1). Sin
embargo, el mecanismo propuesto por Tsopelas no explica la irreversibilidad observada en

los voltamperogramas ciclicos del Tenox.

o P o 9
N em, e
/ SN T -e- SN H
AL > L
OH o ‘ / OH" (o] | =

Esquema 3.1. Mecanismo de oxidacion electroguimica de los oxicams de acuerdo
con Tsopelas y colaboradores.?*!

No obstante, se calcularon los espectros UV-Vis para las dos posibles oxidaciones
de la especie de H,Tenox", resultando de la pérdida de un electrén el HoTenox* 'y de la
pérdida de un segundo electrén la especie HTenox®', sin fragmentacion alguna de la
molécula. En la figura 3.3 es posible notar que ambas especies, H,Tenox** y HTenox?*, se
presentan alrededor de los 450 nm; sin embargo en la figura 3.3 puede observarse, que
incluso después de 24 minutos de macroelectrélisis no hay picos alrededor de 450 nm. Asi
el mecanismo descrito en el esquema no es valido para explicar la oxidacion electroquimica

Tenox.
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Figura 3.3. Célculo de espectros UV-Vis para las especies de H,Tenox*, H,Tenox**
y HyTenox®" con sus correspondientes estructura geométricas de minima energfa.

3.3.3 Mecanismo propuesto de la oxidacion de la molécula del Tenoxicam con
fragmentacion.

En el esquema 3.1l implica varias vias de fragmentacion basadas en el mecanismo
de oxidacion propuesto por Ichihara y colaboradores. 53]

El esquema 3.111 también involucra distintos caminos de fragmentacion, pero estos
corresponden a los propuestos en este estudio. En ambos esquemas se presentan las
energias libres de Gibbs de la reaccién a 298 K, asociados con cada ruta propuesta en los

esquemas. Los valores de AG® se calcularon utilizando AGgs (H") = -4.39 kcal/mol y
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AGgowatacion (HY) = - 256.89 kcal/mol, basado sobre la recomendacion de Camaioni y
Schwerdtfeger.?®
Estos valores muestran que todos los caminos tienen una reaccidn

significativamente exergénica, por lo que se espera que todos se produzcan

espontaneamente.
\\//
\ N
0, . 0O
-96.5 kcal/mol
N
S\
0 7\ H )’\H/
+H,0 S -94.4 kcal/mol
f2 O
\\//
\ “N—
O —> + (e} U + H+
ol r
S-N ®
( H H f3a -93.7 kcal/mol
s _—
oH © = o\\é/o
H,Tenox* 0 7\ H )‘ﬁf
+H
+H20 S
2 0 f3a -91.5 kcal/mol
O\\/
N—
| +0 /) %ﬁ( U
S f1 -101.1 kcal/mol
\\//
S\
LA %ﬁr
+H20 -98.9 kcal/mol
f2 o)

Esquema 3.11. Esquema de fragmentacion, incluyendo caminos basados en el
mecanismo propuesto por Ichihara y colaboradores % %71
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Esquema 3.111. Esquema de fragmentacion, incluidos los caminos propuestos en el

presente trabajo.
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En la figura 3.4 a y 3.4 b se muestran los espectros calculados correspondientes al
esquema 3.11 y al esquema 3.111 respectivamente. Ademas del espectro de cada fragmento,
también muestran un espectro etiquetado como total para cada esquema de fragmentacion,
que se obtuvo usando la aditividad de absorbancia y la abundancia relativa de los

fragmentos formados.

25 - 25 +
20 - 2.0
—n 1.5
15 B 5
f2 ©
8 —f3 'S
8 —f3a %
© o )
1.0 + 1.0
2 f3z =
2 —T0TAL &
< <
05 05 -
0.0 - e — 1 (.0 - - ;
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
A/nm A/nm

Figura 3.4. Espectros calculados UV-Vis correspondiente a cada uno de los
fragmento considerado en a) el esquema Il y b) el esquema Il1. En ambas figuras la etiqueta
espectro TOTAL es el resultante de la adicion de la absorbancia y la abundancia relativa de

los fragmentos formados en cada esquema.

En la figura 3.5 se hace evidente que el espectro total calculado para los fragmentos
considerados en el Esquema Il representan mucho mejor la evidencia experimental que el

calculado para los fragmentos propuestos por Ichihara y colaboradores 25371
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Figura 3.5. Comparacion de espectros UV-Vis Total calculados (lineas) de los esquemas a)
3.11'y b) 3.111 con el espectro obtenido experimentalmente (puntos) después de la

imposicion de 24 minutos de macroelectrolysis, ver Figura 3.2.

3.4 Estudio de la oxidacién de la molécula de Tenoxicam mediante cromatografia

liquida de alta presion.

En la figura 3.6 se muestran los cromatogramas experimentales obtenidos después

de imponer diferentes tiempos de oxidacion en la macroelectrolisis para Tenox en solucién

acuosa a pH 0.461. Es posible observar que antes de la macroelectrolisis, es decir al tiempo

cero, el Unico producto que puede ser detectado es el correspondiente al Tenox con un

tiempo de retencion en 4.25 minutos. Después de realizar la oxidacién durante 14 y 36

minutos, la intensidad del pico de Tenox disminuye y se resuelven claramente dos picos

nuevos con tiempos de retencién en aproximadamente 2.8 y 3.6 minutos.
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Figura 3.6. Cromatogramas experimental obtenido en solucion acuosa con (153 + 1)
M Tenox después de aplicar diferentes tiempos de oxidacion mostrados en la figura a un
potencial de 1.0V, a una longitud de onda constante A = 272 nm. Condiciones

experimentales de la seccion 3.2.5.

Considerando que el cromatografo cuenta con un detector de arreglo de diodos es

posible obtener el espectro UV-Vis para cada pico obtenido en el cromatograma, dando

pauta a la comparacion de los espectros calculados para cada fragmento del esquema 3.111

con los obtenidos a partir del cromatograma (ver figura 3.7).
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Figura 3.7. Comparacion de los espectros UV-Vis calculados para los fragmentos a)
6 y b) f5z con los obtenidos experimentalmente a partir del cromatograma para los tiempos
de retencion de 2.8 y 3.6 minutos.

En la figura 3.7 es posible observar que los fragmentos que concuerdan con los
espectros de absorcion experimentales son el fragmento f6 y el fragmento 5z, por lo que
pueden considerarse los fragmentos principales del mecanismo de oxidacion del Tenox. En
la figura 3.8 se presenta el cromatograma del Tenox a diferentes tiempos de oxidacion con

los fragmentos asociados para cada pico obtenido.
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Figura 3.8. Cromatogramas experimental con los fragmentos asociados a cada pico
mostrados en la figura, obtenido en solucién acuosa con (153 + 1) M Tenox después de
aplicar diferentes tiempos de oxidacion mostrados en la figura a un potencial de 1.0V. A
una longitud de onda constante A =272 nm.

3.5 Conclusiones.

Se determind que la molécula de H,Tenox™ se rompe dando lugar a un proceso
electroquimico quimico lo que lo hace completamente irreversible y con ayuda de
técnicas experimentales acopladas y célculos de quimica cuantica se determinaron
los fragmentos que predominan mayoritariamente, dando lugar al fragmento f6 y

f5z descritos en este capitulo.
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CAPITULO 4. FORMACION DE COMPLEJOS SUPRAMOLECULARES.

4.1 Introduccion.

Como se ha descrito anteriormente, debido a las caracterisiticas de las ciclodextrinas
pueden usarse para formar supramoleculas, ya que permiten la formacion de complejos de
inclusion . En este capitulo se desarrolla el estudio de la caracterizacion de la interaccion
del Tenox con las moléculas de BCD  utilizando técnicas electroquimicas y
espectrofotométricas con el fin de proporcionar nuevas perspectivas en relacion al Tenox en

solucién acuosa.

4.2 Metodologia para la formacion de complejos de inclusion de Tenoxciam con -
CD.

4.2.1 Reactivos.

La solucién de Tenox fue preparada a partir del reactivo grado A R Merck, se
trabaj6 con una solucion de —CD (Fluka 99%). Para ajustar el pH se utiliz6 NaOH (Merck
99%) y HCI /(Merck 37%). Todas las soluciones fueron preparadas usando agua
desionizada tipo 1 (18.2 MQcm) libre de materia organica, obtenida de US Filter PURE-

LAB Plus UV cual fue burbujeada con nitrégeno comprimido (Praxair) (1 min/mL).

4.2.1.1 Equipo utilizado para los experimentos electroquimicos.
Se utiliz6 una celda convencional de tres electrodos, como electrodo de trabajo se

utilizé un electrodo de pasta de carbon (EPC) el cual fue preparado a partir de polvo de
Grafito (Johnson Matthey 1 pm, 99.9%) % *1 Como contra-electrodo se utilizé un
alambre de platino (BAS MW-1032) y como electrodo de referencia se utilizé un electrodo
Ag/AgCl saturado (BAS MF-2052). Los experimentos electroquimicos se llevaron a cabo

con un potenciostato (EPSILON-Bass-i).

4.2.1.2 Equipo utilizado para los experimentos espectrofotométricos UV-
Vis.

Los estudios espectrofotométricos se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 20 y una celda de cuarzo de 1cm de

longitud de paso oOptico.
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El pH de las soluciones fue medido usando un potenciémetro Mettler Lab pHM240
con una resolucion de 0.001 de pH con un electrodo combinado de vidrio de intervalo de
pH 0-14 ((Mettler Toledo InLab® Expert NTC30 + DIN/RCA)). Durante la

experimentacion se controld la temperatura a 25°C y se mantuvo la solucién en atmosfera
inerte de nitrogeno.

4.3. Estudio de la formacién de complejos Tenoxicam - 3-CD.

Para la formacion del complejo de Tenox con B-CD se considera la reaccién 4.1 la

cual muestra el equilibrio general para las especies de Tenox con 3-CD.

Tenox' +CD' << TenoxCD'......... (4.1)

La constante de formacion global para el equilibrio quimico 4.1 esta dada por

. [TenoxCD'

B \Tenox' CD'

Donde Tenox' representa todas las especies de Tenox y CD' representa la B-CD.
Tenox = H,Tenox" + HTenox+Tenox  ......... (4.2)
De tal manera que a un pH constante y en funcién de CD' es posible tener un

Tenox'mal

Tenox',,,, = Tenox' +TenoxCD'......... (4.3)

De la constante de formacién global del equilibrio 4.1 se despeja TenoxCD' y se
sustituye en la ecuacion 4.3.

Tenox,,, = Tenox (1+ 4 |CD'

Yerrernnn(4.4)

Ahora bien, la fraccién molar de la especie del Tenox se define como se muestra en
la ecuacion 4.5.

\Tenox‘
fTenO)( =

Tenox .|

Sustituyendo el valor de Tenox,,, de la ecuacion 4.4 en 4.5 se tiene la fraccion

molar para la especie de Tenox .
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f - -
Tenox 1 + ﬂ, ‘CD.

De igual manera se define la fraccién molar para la especie de TenoxCD' como se
muestra en la ecuacion 4.7.

B \TenoxCD‘

fTenoxCD -

\Tenox’Total \

Sustituyendo nuevamente el valor de Tenox de la ecuacion 4.4 y el valor

Total

despejado de TenoxCD' en la ecuacion 4.7 se tiene la fraccion molar para la especie de
TenoxCD"

cD|p

fTenox = T ANy

(1+pCD'))

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

.......... (4.8)

ecuacion 4.9.
frenox + Frenoxcs = Leereeeen (4.9)

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 Tenox',,,, en funcion de la

concentracion de B-CD y pH.
Ahora bien, es posible seguir una propiedad fisica en funcién de las especies de

Tenox - esta propiedad fisica puede ser la absorbancia la cual sigue la ley de Beer-Lambert
Siguiendo esta ley es posible determinar la absorbacia para cada especie de Tenox como se
muestra en la ecuacion 4.10.
A A 1
enox. = ‘C"Telnoxl‘TenOX

oxcd = Erinonco|[TENOXCD!

(4.10)

enoxCD

Donde A™ es la absorbancia de la especie a una longitud de onda dada, ¢*es el
coeficiente de absortividad de la especie a una longitud de onda dada, | es la longitud de
paso Gptico de la celda y [Tenox| es la concentracién de las especies de Tenox.

La absorbancia total serd igual a la suma de las absorbancias para cada especie

como se muestra en la ecuacion 4.11.
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e = AL A e (4.10)

La intensidad de corriente es otra propiedad fisica que se puede seguir en funcion de
las especies de Tenox' permitiendo determinar la formacién del complejo. Asi entonces el
estudio de formacién del complejo de inclusion de Tenox con BCD, se lleva a cabo a
diferentes valores de pH para asegurar el predominio de cada una de las especies de Tenox

con 3—CD.

4.3.1 Determinacion espectrofotométrica de la constante de inclusion del
H,Tenox" con B—CD a pH 0.410

En la Figura 4.1 se muestran los espectros de absorcion experimentales de Tenox
obtenidos a pH 0.410 y diferentes concentraciones de 3-CD. Estos espectros presentan un
maximo de absorcion en 354 nm. Es posible notar un efecto hipocrémico en el maximo de
absorcion conforme se aumenta la concentracion de B-CD, este efecto se asocia a la

disolucién del Tenox en la solucion.

18
16 | [B-CD] /
aumenta | P-CP/mM
14 | —0
—0.071
S 12 —0.140
o —0.208
c _
= 0.274
o —0.339
| -
—0.403
O o8 |
@ —0.465
< 0.526
06 1 —0.586
—0.645
0.4 - 0.703
0.759
02 7 0.815
0.870
0 ‘ : ‘ : ‘ : ‘ : ‘ ‘ ‘
200 240 280 320 360 400 440

A/lnm

69



niversidad Auténoma Metropolitana Area de Quimica Analitica.

Casa abierta al tiempo

uuuuuuuuuuuuuu nm.mm.m.ztapalapa Interdisciplina en evoluci

Figura 4.1. Espectros de absorcion obtenidos en una disolucién 30.10 uM de Tenox
(H.Tenox™) a pH 0.410 y diferentes valores de concentraciones de p—CD, indicadas en la
figura en mM.

Para calcular la constante de formacion del Tenox con 3-CD se utiliz6 el programa
computacional SQUADM3 el cual se alimenta con los espectros de absorcion
experimentales, la concentracion del Tenox, la concentracion de B-CD, el valor de pH y la

propuesta del equilibrio R1.

H,Tenox*+ p~-CD =<— B-CD-H,Tenox" 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 formacién, 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 4.1.

Tabla 4.1. Constante de formacion obtenida a partir de los espectros mostrados en la
Figura 3 y del programa SQUAD, para 50 espectros de absorcion y un intervalo de longitud
de onda 220nm a 500nm

H,Tenox' + p-CD =~— B-CD-H,Tenox" LogK =2.982 +0.005
DS=0.0022 U = 0.022

En la Figura 4.2 se muestran los coeficientes de absortividad molar con sus
desviaciones estandar respectivas dadas por SQUAD para la especie de Tenox involucrada

en el equilibrio R1.
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Figura 4.2. Variacion del coeficiente de absortividad molar en funcion de la
longitud de onda obtenido a partir de SQUAD para las especies de Tenox involucradas en

el equilibrio R1.

A partir de los datos obtenidos por SQUAD es posible realizar un ajuste de los
espectros de absorcion experimentales con los espectros calculados!. En la Figura 4.3 se
muestra la comparacion de dos espectros de absorcion obtenidos experimentalmente a p-
BCD de 2.797 para una concentracion de Tenox de 30.04 uM y p-BCD 5.161 para una
concentracion de Tenox de 26.47 uM con los calculados mediante SQUAD donde se puede
observar que los espectros de absorcién calculados reproducen la informacion obtenida

experimentalmente.
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Figura 4.3. Comparacion de espectros de absorcion obtenidos experimentalmente
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pH 0.410 (puntos) para dos valores de ppCD (A) 4.151y (O) 2.131 y los espectros de

absorcion calculados mediante el programa SQUAD (lineas).

4.3.2 Determinacion espectrofotométrica de la constante de inclusion del HTenox(z) (pH
3.175) y Tenox - (pH 7.150) con p—CD

En la Figura 4.4 se muestran los espectros de absorcion experimentales obtenidos en
una disolucion de Tenox y diferentes concentraciones de B-CD para dos valores de pH;
3.325 (Figura 4.4a) y 7.010 (Figura 4.4b). En ambos casos se puede notar un pico de
maximo de absorcion en 374 nm, para pH 3.325, y en 360 nm para pH 7.010, cuyo valor de
absorcion disminuye conforme aumenta la concentracién de B-CD en la disolucion. De

igual manera que en el estudio a pH 0.410 este efecto se asocia a la disolucion del Tenox en

la solucion.
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Figura 4.4. Espectros de absorcion experimentales obtenidos en una disolucion de
Tenox 30.10 uM vy diferentes concentraciones de B-CD indicados en la figura para dos
valores de pH; (a) 3.325 (HTenox(z)) y (b) 7.010 (Tenox °).

73



niversidad Auténoma Metropolitana
.............. sonenmrocnZtapalapa

Al realizar el célculo de la constante de formacion para las especies de HTenox(z)

Casa abierta al tiempo

Area de Quimica Analitica.

y de Tenox ~con B-CD mediante el programa computacional SQUAD, se propusieron los

siguientes equilibrios:

Para pH 3.325

HTenox() + f—CD === S—CD-HTenox(2

Para pH 7.010

Tenox + f—CD <~— p-CD-Tenox

R2

R3

A partir de los datos especificados para SQUAD, el programa convergié a los

valores que se muestran en la Tabla 4.2. En esta misma tabla se muestra la comparacion de

LogK obtenidos para los diferentes pH impuestos.

Tabla 4.2. Constantes de formacion , DS y U para los equilibrios R2 y R3, para 50

espectros de absorcion y un intervalo de longitud de onda 220nm a 500nm.

Interdisciplina en evoluci

pH Equilibrio LogK SD U
0.410 H,Tenox* + p-CD === B-CD-H,Tenox" 2.982 +0.005 | 0.022 | 0.022
3.325 HTenox() + f-CD =—= S —CD-HTenox(2) 3.705+0.005 | 0.002 | 0.026
7.010 Tenox + f—CD === B-CD-Tenox 3.285+0.017 | 0.002 | 0.007
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Figura 4.5. Variacion de los coeficientes de absortividad molar en funcion de la

longitud de onda obtenido a partir del programa SQUAD para las especies de Tenox
involucradas en los equilibrios R2 (a) y R3 (b).

En la Figura 4.5 se muestran los coeficientes de absortividad molar con sus

desviaciones estandar respectivas dadas por el programa SQUAD para las especies de

Tenox involucradas en los equilibrios R2 (Figura 4.5a) y R3 (Figura 4.5b).

En la Figura 4.6 se muestra la comparacion de espectros de absorcidon obtenidos

experimentalmente para diferentes valores de pH 3.325 (Figura 4.6a) y 7.150 (Figura 4.6b)

y con los calculados mediante el programa SQUAD. Como se puede observar en ambos
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casos los espectros de absorcidon calculados reproducen a los espectros de absorcidn

experimentales.
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Figura 4.6. Comparacion de los espectros de absorcion experimentales (puntos)

obtenidos a diferentes valores de pH (a) 3.325y (b) 7.150 y dos valores de pp—CD,
indicados en la figura, con los espectros de absorcion calculados (lineas) mediante el

programa SQUAD.
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A partir de las constantes de formacion global de acidez de Tenox (ver Tabla 1) y las

constantes de formacion (LogK) de los complejos de inclusion, ver Tablas 2 y 3, es posible obtener

los valores de las constantes de formacién global de los complejos de inclusion (B), ver Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Constantes de formacion global de los complejos de inclusion entre el Tenox y la

B—CD.
Equilibrio global logB
Tenox +2H*+ B-CD~— [-CD-H,Tenox* 9.198 + 0.004
Tenox +H*+ f—CD~— [-CD-HTenox(2) 8.847 £ 0.005
Tenox + f—CD =~— [-CD-Tenox 3.285+0.017

Utilizando el programa computacional MEDUSA ¥4 las constantes de formacién global
de acidez de Tenox y las constantes de las Tabla 2.3 es posible determinar la las fracciones molares
para cada especie de Tenox, libre y acomplejado. Con esta informacion se construyeron los
diagramas tridimensionales fraccion molar-[3-CD]-pH para las diferentes especies de los complejo
de inclusion Tenox-B-CD (Figura 4.7a), asi mismo se presenta un diagrama de fraccion molar en
funcion de pH a un ppCD = 4.277 (Figura 4.7b), donde es posible observar el predominio de las
especies de Tenox libres de BCD y a un ppCD = 2.892 (Figura 4.7¢) el predominio de las especies

complejadas Tenox-3-CD.
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Figura 4.7. (a) Diagramas tridimensionales fraccion molar-[3-CD]-pH para las diferentes
especies de los complejo de inclusion Tenox-B-CD (B—CD-Tenox , p—CD-HTenox(z) y p—CD-
H,Tenox") . Diagrama de fraccion molar en funcién de pH a un pp—CD ( b) 4.277 y (c) 2.892.

Mas aln, a partir de las constantes globales de acidez de Tenox (log B) y las constantes de
formacion (K) de los complejos de inclusion (ver Tablas 4.1, 4.2 y 4.3) es posible construir el

diagrama de zonas de predominio lineal en funcion de pH para de los complejo de inclusion

Tenox-B-CD 44! (ver Figura 4.8).

p—-CD-H 2Tenox1 S—CD-HTenox(2) | p-CD-Tenox
0.384 5697
Figura 4.8. Diagrama de zonas de predominio lineal para los complejo de inclusion
Tenox-B-CD en funcion de pH.

Y
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4.3.3 Determinacion electroquimica de la constante de inclusion del

H,Tenox™ con B—CD (pH 0.420)

Se realizo el estudio electroquimico utilizando voltamperometria ciclica a una
solucion de Tenox 160 uM a un pH de 0.420. En todos los casos se observa durante el
barrido de potencial en direccion positiva un pico de oxidacion, alrededor de 0.78 V. Al
invertir el barrido de potencial no se observa ningin pico de reduccién debido a que la
oxidacion electroquimica del Tenox se lleva a cabo mediante un mecanismo EC limitado
por la difusién donde la reaccién quimica acoplada conlleva a la ruptura de la molécula de
Tenox en dos fragmentos predominantes y con ello a la irreversibilidad de los procesos. Al
aumentar la concentracion de B—CD en la disolucion se presenta un decremento en la

corriente de pico de oxidacion como se aprecia en el inserto de la Figura 4.9.

24
1 0.8
20 0.79 + o o.o.no... ’ [P-COlimM
oo ®’ =0

1 o W% ~0.08
16 | orr ® ° -0.22
~0.29
1 , 7 0 ojs 1 1}.5 2 —0.50
S12 -CoimM ~0.57
= i ~0.70
] {11 : ~-0.82
g i —1.00
8 S 1.06
4 17/ I —— . 160
T e
1 ' 1.97
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Figura 4.9. Familia de VCs obtenidos en el sistema EPC / 160 mM Tenox, 1M CI’
a pH 0.420 con diferentes concentraciones de B—CD mostrados en la Figura. En todos los
casos el barrido de potencial comenzé en 0.0 V en direccion anddica a una velocidad de
barrido fue de 0.1Vs™. El inserto muestra la variacion de la corriente de pico anddica en
funcion de la concentracion de p—CD.

79



niversidad Auténoma Metropolitana Area de Quimica Analitica.
Casa abierta al tiempo

uuuuuuuuuuuuuu nm.mm.m.ztapalapa Interdisciplina en evoluci

De acuerdo con Gao y colaboradorest*'® a partir de la pendiente asociada a la
gréafica de la ecuacion 4.13 es posible obtener la constante de disociacion del complejo de

inclusion Kg.

K
=2 d :2 HYA 2
I"p = m(lpﬁenox) _Ip )+ Ip(Tenox—ﬁ—CD)

(4.13)
Donde [3-CD] es la concentracion de B—CD, i, es la corriente de pico medida,
Ip(tenox) €S la corriente de pico de Tenox libre (para [3-CD]=0), i¢renox-pcp) €S la corriente de

pico del complejo Tenox-BCD (para [BCD] > 0).

Para los datos asociados a la Figura 4.8 la recta de regresion obtenida es la mostrada

en la ecuacion (4.14).

P2 il
i2(A?)=(9.85+£0.53)x10*M *MHO.Z? +0.62)x107* A? (4.14)

[5-cD]

Por lo tanto a partir del valor de la pendiente se obtiene que para este caso el valor
de Kq del complejo de inclusién B-CDH,Tenox" es (9.85+0.53) x 10™*M. Por lo tanto el valor

de la constante asociado al equilibrio R1, obtenido por este méetodo es —LogK, =

3.01+0.10.

4.3.4 Determinacién electroguimica de la constante de inclusion del HTenox
(pH 3.175) y Tenox ~(pH 7.150) con p—CD

En la Figura 4.10 se muestran familias de VCs obtenidos en el sistema EPC /

160 uM Tenox, 1M CI" con diferentes valores de pH donde predominan diferentes especies
Tenox: HTenox(z) (pH 3.175) Figura 4.10a, y Tenox™ (pH 7.150) Figura 4.10b. Al igual

que el caso anterior se observa la formacion de un pico anddico alrededor de 0.65V para pH
3.175 y un pico de oxidacion en 0.60 V para pH 7.150 (en ausencia de —CD). Al invertir

el barrido de potencial no se observa ningun pico de reduccién para ambos casos. Es
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posible apreciar que al aumentar la concentracion de p—CD en ambos casos el pico de
oxidacion se desplaza hacia potenciales mas positivos y se presenta un decremento en la

corriente de pico de oxidacion.

25
0.675 -
o
- Q) o
0.665 - °
20 066 o
2 o
0.655 -
. B-CD/mM
0.65
—0.25
e
15 + 0.645 ~0.33
0.64 - - —_ - — - - — —
< 0 02040608 1 12141618 2 22 0'41
= B-CD/mM —-0.49
- i 3 -0.71
10 i —0.99
—1.12
1.60
1.92
5 4
0 ! " } - : - : - } }
0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
E/V
12 0o
L]
o [B-CD)/mM
© e o".. -0
9 o —-0.15
- e _039
< ° —0.54
= 6 i 0 02 04 06 08 1 12 14 16 _068
B-CD/mM —0.83
—0.96
—1.10
3 1.23
1.35
0 } + } + } + } + }
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
E/V

Figura 4.10. VCs obtenidos en el sistema EPC / Tenox 0.17mM CI" para diferentes
concentraciones de —CD mostradas en la figura mM vy diferentes valores de pH: a) 3.175
b) 7.150. En todos los caso el barrido de potencial inici6 en corriente nula en direccion
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anddica a una velocidad de 0.1Vs™. El inserto muestra la variacién de la corriente de pico
anodica en funcion de la concentracion de f—CD.
De igual manera siguiendo el modelo de Z.N. Gao, se obtiene la funcién i} =

i2 —i3 ., . .
f(%), ver ecuacion 4.13, para los dos sistemas y se obtiene la constante de

inclusion respectiva en solucion correspondientes a los equilibrios R2 (pH 3.175) y R3
((pH 7.150), como se muestran en las ecuaciones 4.15 y 4.16, asi como también la ecuacion

obtenida de la funcién lineal para cada sistema.

i2. -2
pH 3175 i2(A*)=(2.29+0.15)x10*M *M+(0.65i0.17 )x107* A? (4.15)

[5CD]

R?>=0.990 -log K, =3.640+0.063

i2. -2
pH7.150 i2(A*)=(6.89+0.38)x10“M* MHO&G +0.04)x 107 A? (4.16)

D]

R*=0.990 -log K, =3.153+0.055

En la Tabla 4.4 se presenta la comparacion de las constantes de inclusion de Tenox
en B-CD, para distintos valores de pH, obtenidas a partir de las dos técnicas experimentales
consideradas en este trabajo. Se puede notar los valores obtenidos por ambas técnicas para
cada equilibrio son muy cercanos y con ambas técnicas se obtuve la misma tendencia de

variacion de K con el pH.

Tabla 4.4. Comparacion de las constantes de inclusién de Tenox en B-CD, para
diferentes valores de pH, obtenidas mediante métodos espectrofotométricos y
electroquimicos.

Log K¢

pH Equilibrio Electroquimico | Espectrofotométrico

0.420 | H,Tenox" + f-CD === S-CD-H,Tenox* | 3.007+0.103 | 29820005

3.175 | HTenox(2) + f-CD =—— S-CD-HTenox(z) | 3.640+0.063 3.705 = 0.005

7.150 Tenox + A-CD [-CD-Tenox 3.153+0.055 3.285 +0.017
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Es importante hacer notar que a diferencia de lo reportado por Banerjee y col 14,
en este trabajo, utilizando dos técnicas experimentales distintas, se ha puesto en evidencia
que es posible la formacion de complejos de inclusion de Tenox con [B-CD

independientemente de la forma predominante del Tenox al variar el pH de la disolucion.

4.4 Conclusiones.
Los resultados han demostrado la formacion de complejos de inclusion para todas

las especies de Tenox con -CD por medio de dos técnicas experimentales, asi mismo se

han obteniendo los valores para estos complejos.
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CAPITULO 5. COMPLEJOS DE INCLUSION SUPERFICIAL

5.1 Introduccion.

Considerando que en el capitulo 4 se ha demostrado la formacion de complejos de
las distintas especies de Tenox con la BCD en solucion, en este capitulo se estudia la
formacion de un complejo superficial, modificando la superficie con BCD sobre la

superficie de un electrodo de pasta de carbén (EPC).
5.2 Metodologia para la determinacion de los complejos de inclusion superficial.

5.2.1 Reactivos.

La solucién de Tenox fue preparada a partir del reactivo grado A R Merck, se
trabaj6 con una solucion de —CD (Fluka 99%). Para ajustar el pH se utiliz6 NaOH (Merck
99%) y HCI /(Merck 37%). Todas las soluciones fueron preparadas usando agua
desionizada tipo 1 (18.2 MQcm) libre de materia organica, obtenida de US Filter PURE-

LAB Plus UV cual fue burbujeada con nitrégeno comprimido (Praxair) (1 min/mL).

5.2.2 Equipo utilizado para los experimentos electroquimicos.

Se utiliz6 una celda convencional de tres electrodos, como electrodo de trabajo se
utilizé un electrodo de pasta de carbon (EPC) el cual fue preparado a partir de polvo de
Grafito (Johnson Matthey 1 pm, 99.9%)°% 2 Como contra-electrodo se utilizé un
alambre de platino (BAS MW-1032) y como electrodo de referencia se utilizé un electrodo
Ag/AgCl saturado (BAS MF-2052). Los experimentos electroquimicos se llevaron a cabo
con un potenciostato (EPSILON-Bass-i).

El pH de las soluciones fue medido usando un potenciémetro Mettler Lab pHM240
con una resolucion de 0.001 de pH con un electrodo combinado de vidrio de intervalo de
pH 0-14 ((Mettler Toledo InLab® Expert NTC30 + DIN/RCA)). Durante la
experimentacion se controlé la temperatura a 25°C y se mantuvo la solucién en atmosfera

inerte de nitrogeno.
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5.2.3 Construccién de un electrodo con poli—p—CD.
El electrodo de trabajo se modifico utilizando una solucion de B—CD 0.01M en 1M
de é&cido perclorico aplicando 30 ciclos dentro de una ventana de potencial de 0.8 a 1.3V a

1[5.3]

una velocidad de barrido de potencial 0.1 Vs , por lo tanto el electrodo que ha sido

modificado se denominado EPC/poli-p—CD.

5.3 Respuesta del Tenoxicam con un electrodo con poli—3—CD.

En la figura 5.1 se muestran los VCs obtenidos en una solucion de HCL 1 M sin
Tenox utilizando el EPC/poli-p—CD. Es posible notar que la corriente capacitiva
incrementa considerablemente cuando se presenta en la interface del electrodo el polimero
de p—CD.

0 P 2

E/V
Figura 5.1. Voltamperograma ciclico para el sistema HCI 1 M sobre un EPC (linea
punteada) y sobre un EPC/poli-B—CD linea continua. En ambos casos la velocidad de
barrido de potencia es de 0.1 Vs™.

En la figura 5.2 se muestra la comparacion de los voltamperogramas obtenidos para
pH 3.17 (HTenox(z)) utilizando los diferentes electrodos. Note que el potencial de pico de
oxidacion de la especie HTenox(z) es el mismo para ambos electrodos, sin embargo
cuando se utiliza el EPC/poli-B—CD, la corriente de pico incrementa notoriamente, incluso
cuando la concentracion de HTenox(z) fue tres veces menor que en el caso del EPC sin

modificar.
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Figura 5.2. Voltamperogramas ciclicos obtenidos en dos sistemas diferentes: (linea
solida) EPC/poli-B—CD / HCI 1 M, 61uM Tenox, pH 3.17 y (linea punteada) EPC/ HCI 1
M, 203uM Tenox, en ambos casos la velocidad de barrido de potencial es de 0.1 Vs™.

En la figura 5.3 se muestra la comparacién de los voltamperogramas ciclicos
obtenidos para las diferentes especies de Tenox utilizando un EPC/poli-3—CD donde es
posible observar que de manera similar al electrodo de EPC no modificado, mostrados en el

capitulo 2, el potencial del pico de oxidacion desplaza hacia potenciales mas pequefias con
el aumento del pH.
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Figura 5.3. Familia de voltamperograma ciclicos obtenidos sobre un EPC/poli-

—CD/ HCI 1 M, 61uM de Tenox para diferentes valores de pH mostrados en la figura. En

todos los casos se inicid el barrido de potencial en corriente nula en direccion anddica, la
velocidad de barrido de potencial es de 0.1 Vs™.

5.3.1 Influencia de la velocidad de barrido de potencial.

En la figura 5.4 se muestra ima fa,ofioa de voltamperogramas ciclicos obtenidos en
el sistema EPC/poli-p—CD/ HCI 1 M, 120 uM Tenox a pH 0.8, aplicando diferentes
velocidades de barrido de potencial, como se muestra en el inserto, la corriente del pico
depende linealmente con la velocidad de barrido, lo que sugiere fuertemente que en este

caso la oxidacion electroquimica del Tenox estd controlada por la adsorcién 2 >4, E|
mismo comportamiento se presenta para pH 3.17 y 7.15
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Figura 5.4. Familia de voltamperogramas ciclicos obtenidos en el sistema EPC/poli-
B—CD/ HCI 1 M, 120 uM Tenox a pH 0.8 para diferentes velocidades de barrido de

potencial indicadas en la figura, El inserto muestra la variacién de corriente de pico
anodico P, y P,, como se indica en la figura, en funcion de la velocidad de barrido.

5.3.2 Influencia de la velocidad de rotacién del electrodo.

La Figura 5.5 muestra que a una velocidad de rotacién constante del electrodo y pH
constante, la corriente de pico no cambia, véase el inserto en la figura. Esto mismo se
observa en los otros valores de pH considerados en este trabajo, lo que refuerza que para
todos los valores de pH, cuando se utiliza el EPC/poli-p—CD, la oxidacion del Tenox es un

proceso que esta limitado por adsorcion.
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Figura 5.5. Voltamperogramas lineales obtenidos en el sistema EPC/poli-p—CD/
HCI 1 M, 120 uM Tenox a pH 0.8 para diferentes velocidades de rotacion del electrodo las
cuales se muestran en la figura. En todos los casos la velocidad de barrido de potencion se
impuso a 0.8 Vs™. El inserto muestra la variacion de la corriente de pico dada para P, y P,
en funcion de la el cuadrado de la velocidad de rotacion del electrodo.

5.3.3 Influencia de la concentracion de Tenoxicam.

En la figura 5.6 se muestra una familia de voltamperogramas para el sistema
EPC/poli-3—CD/ HCI 1 M, pH 0.41 aplicando una velocidad de barrido de 0.1 Vs™, se
presenta la zona de potencial donde predomina el primer pico de oxidacion para diferentes
concentraciones de Tenox. Note que la corriente de pico del voltamperograma incrementa
conforme la concentracion incrementa. Lo mismo se puede observas para los pH 3.17 y
7.15.
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Figura 5.6. Familia de voltamperogramas obtenidos en el sistema EPC/poli-B—CD/

HCI 1 M, pH 0.41 para diferentes concentraciones de Tenox de 5 a 56mM; la flecha indica

la direccién del incremento de la concentracion. En todos los casos la velocidad de barrido
esde 0.1Vs™.

5.3.4 Simulacion de los voltamperogramas de barrido lineal.

Considerando la evidencia presentada con respecto a que el proceso de oxidacion de
la molécula de Tenox sobre un EPC/poli-B—CD y la forma de los voltamperogramas
descritos por Laviron™® para una reaccion superficial totalmente irreversible, se simularon

los voltamperogramas de acuerdo a la ecuacion (5.1) propuesta por Laviron, ver ecuacion

39 en [5.6].
I = P1exp(P2(E-P3))exp(-exp(P2(E-P3))) (5.1)
Donde
P1=(F2/RT)nan.I'rv (5.2)
Po=an,F/RT (5.3)
Ps=Ep (5.4)
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Donde la i es la corriente medida en funcion del potencial aplicado, E, n es el
numero de electrones transferidos durante la reaccion heterogénea, n,, es el valor de n de la
etapa determinante de la velocidad, o, es el coeficiente de transferencia, v es la velocidad
de barrido de potencial, R, T y F son la constante universal de los gases, la temperatura
absoluta y la constante de Faraday, respectivamente, E, es el potencial de pico, I'r es la
concentracion superficial de la especie electroactiva reducida.

Como un ejemplo de la capacidad de la ecuacion (5.1) para describir el proceso de
oxidacion de Tenox sobre el electrodo de EPC/poli-B—CD, la Figura 5.7 muestra la
comparacion de un voltamograma experimental lineal de barrido a pH 0.8, con uno teorica
generada por la suma de dos contribuciones de adsorcion tal como se describe por la
ecuacion (5.1). Es importante destacar que este voltamograma fue elegido porque
representa uno de los casos mas complicados, debido a la presencia de dos picos. Durante
el proceso de ajuste no lineal todos los parametros se les permitieron variar libremente. Hay
que tener en cuenta que la descripcion tedrica es bastante adecuada y las incertidumbres
asociadas a los pardmetros de mejor ajuste, también son bastante bajos. Para el ajuste de los
voltamperogramas a pH 3.17 y 7.15, las ecuaciones tedricas utilizadas incluyen sélo una
contribucion la cual se describe en la ecuacion (5.1), ya que en ambos casos se observo un

solo pico de potencial en cada uno de los voltamperogramas.
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Figura 5.7. Comparacion de un voltamperograma experimental (marcador) para un
sistema EPC/poli-p—CD/ HCI 1 M, 120 uM Tenox a pH 0.8 a 0.1Vs-1 con un

voltamperograma teérico (linea continua) generado por un ajuste no lineal de dos procesos
de absorcion descritos en la ecuacion (1). El inserto muestra la parametrizacion de la
ecuacion utilizada, los parametros ajustados y sus incertidumbre correspondientes.

A partir de los valoes de los parametros P1 y P2 es posible estimar la concentracion

de la especie electroactiva reducida en la superficie a partir de T'r en fucién de la

concentracion de la solucion. En la tabla 5.1 es posible observar que para pH 3.17 el valor

maximo de I'r se alcanzd para una concentracion de Tenox de 64uM.
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Tabla 5.1. Variacion de la concentracion de la especie reducida en la superficie a
partir de I'r sobre el EPC/poli-B—CD en funcion de su concentracién estimada a partir de
los valores de los parametros de mejor ajuste, P1 y P2, obtenidos por ajuste no lineal de la
ecuacion (5.1) para los voltamogramas experimentales a un pH de 3.17.

C/uM 10* P1/A Pov? 10" I/molcm™
64 2.06 59 1.51
62 1.98 58 1.47
45 1.81 55 0.42
35 1.20 71 0.72
25 0.99 69 0.62
16 0.45 67 0.29
10 0.25 56 0.20
7 0.20 49 0.18

5.4 Determinacién de las constantes de inclusion superficiales.

Dada la capacidad de la B-CD para formar complejos de inclusion con varios tipos

de moléculast®” >

, la adsorcion del Tenox en el EPC/poli-B—CD/ puede explicarse
mediante la formacion de un complejo de inclusion entre las especias predominantes de la
moléculas del Tenox y la B-CD que constituyen la superficie del polimero de poli- B-CD.
De acuerdo con Roa Morales y otros®®®, la estimacién de estas constantes de inclusion
superficial puede llevarse a partir de los voltamperogramas experimentales obtenidos en
funcién de la concentracion del Tenox, véase la Figura 5.6, y la ecuacion (5.5).

i —i

sat

: — K>P[Tenox]
i

Inc
sat (5.5)
Donde isy €s la corriente de pico anddico saturada, i, es la corriente de pico anodico

de la alicuato afiadida, K" es la constante termodinamica de la formacion del complejo de

inc

inclusion superficial y [Tenox] es la concentracion de Tenox en solucién acuosa.
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A partir de la pendiente de la grafica isy-in/isat €n funcion de [Tenox], ver figura 5.8,
a los diferentes pHs considerados para el predominio de las especies de Tenox, el valor

calculado de K para cada especie se reporta la tabla 5.2.

inc

Tabla 5.2. Variacion de la constante termodindmica del complejo de inclusion

Area de Quimica Analitica.

superficial en funcion del pH de la solucion.

pH Pendiente x 10 R® log KincP
M*

0.41 1.847+0.064 0.995 4.27£0.03

3.17 1.824+0.040 0.995 4.26+0.02

7.15 1.778+0.039 0.995 4.25+0.02

5.5 Conclusiones.

Un electrodo de pasta de carbono (EPC) fue modificado con un polimero 3-CD. Se

encontro que la oxidacion electroquimica del Tenox en el electrodo de EPC/poli-B—CD es

controlada por la adsorcién. Se evalué la influencia de diferentes variables, como son, el

pH solucién de, velocidad de barrido de potencial, velocidad rotacion del electrodo y la

concentracion de Tenox. Las simulaciones de los voltamperogramas experimentales se

llevaron a cabo de manera adecuada teniendo en cuenta que la oxidacion Tenox en el

electrodo de EPC/poli-B—CD es una reaccion superficial irreversible. Se calculd la la

constante de inclusion superficial formada durante la adsorcion Tenox en la superficie de la

membrana de poli-—CD.
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CAPITULO 6. DETERMINACION ANALITICA DE LA CONCENTRACION DE TENOX EN
DISOLUCION ACUOSA.

6.1 Introduccion.

Una vez caracterizada la molécula del Tenox, es indispensable un estudio de
determinacion analitica de la concentracion en disoulucion acuosa, ya que en el estudio de
farmacos poco solubles, los limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC), asi como la
sensibilidad del método (SM), son pardmetros importantes, ya que determinan la capacidad
de analisis de un método analitico, por lo que en este capitulo se estudia el comportamiento
electroquimico de la concentracion de Tenox en solucién acuosa mediante técnicas de VC,
DPV, y técnicas hidrodindmicas de disco rotatorio, asi mismo se lleva a cabo la
determinacion mediante la modificacion del electrodo de trabajo con un membrana de poli-
BCD.

6.2 Metodologia.

6.2.1 Reactivos.
Todos los reactivos son grado analitico, Tenox (FLUKA), hidroxido de sédio (J.T.

Baker) y el acido clorhidrico (Monterrey); las soluciones fueron preparadas con agua
desionizada. El desionizador utilizado fue Milli-Q (Millipore) con resistividad de 18.0
MQ. El potenciometro es pH/lon Anlayzer (METTLER TOLEDO). Durante el

experimento las soluciones de Tenox en la celda se mantuvieron en atmoésfera de nitrogeno.

6.2.2 Equipo.
Se utiliz6 una celda convencional de tres electrodos, como electrodo de trabajo se

utilizdé un electrodo de pasta de carbon (EPC) el cual fue preparado a partir de polvo de
Grafito (Johnson Matthey 1 um, 99.9%). Un potenciostato BAS 100 B /W vy el disco
rotatorio BAS-EDR-2 se utiliza para estudios electroquimicos con una celda convencional
de tres electrodos: electrodo de platino (contraelectrodo BAS-MW-1033), Ag/AgCI
(electrodo de referencia BAS-MF-2079) y electrodo de pasta de carbon (electrodo de
trabajo BAS-MF-2065 RDE punta para electrodos de pasta 3 mm didmetro).
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6.3 Cuantificacion Tenox sobre un electrodo de pasta de carbon.

6.3.1 Estudio de cuantificacion utilizando un EDR.

En la figura 6.1 se presentan los voltamperogramas lineales de disco rotatorio para
distintas adiciones de Tenox de 0 a 88uM a pH 0.405 para el estudio de determinacion de
Tenox, en los cuales se puede observar que la corriente limite aumenta con la

concentracion.

6.0 LM
—0.00 ®]
—3.70
—11.03 S
50 ——18.30 -
—25.49 N
1 —32.61
39.66
0
40 _3222 0 20 40 60 80 100
’ 60j41 [Tenox]/uM
67.20
73.92
80.58
g_ 3.0 + 87.17
=
2.0 |
1.0
0.0 -+ T T t } ]
0.2 0.4 0.6 0.8 1

E/NV

Figura 6.1. Voltamperogramas EDR a velocidad de barrido de potencial de
0.1V s* y o= 240 rpm de [Tenox] 0-88 uM en pH 0.405. En el inserto se presenta
la gréfica I=f [Tenox] a 0.9V
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En el inserto de la figura 6.1 se aprecia la curva de calibracion, para esta se
impuso un potencial de 0.9V y se observa una tendencia lineal de la corriente en

funcién de la concentracion.

La ecuacion de la recta del inserto de la figura 6.1 corresponde a
iL=(0.04003+0.00008)uAuM*x + (0.002+0.004)uA, con una correlacion de R?
0.9999.

El mismo estudio de concentraciones se realizo para diferentes velocidades
de barrido de potencial (0.01-0.1 V s™) para una velocidad de rotacién constante y

se obtuvo el LD y LC de cada uno, esto valores se observan en la tabla 6.1.

Tabla 6.1. Célculo del limite de deteccion y cuantificacién para Tenox a
distinta velocidades de barrido a pH 0.405 en el sistema EDR/ 1 M HCI

Velocidad de barrido (mVs™) LD (uM) LC (uM) Sensibilidad(pApM™)
10 3.32+1.18 11.08 +1.16 0.01656 + 0.00014
25 3.67+1.3 12.23 +1.28 0.03137 £ 0.00029
50 3.67+x14 12.23 +1.36 0.03137 £ 0.00029
75 1.36 £ 0.48 452 +0.48 0.03989 + 0.00013
100 0.79+0.28 2.64+£0.28 0.04003 + 0.00008

Es posible apreciar en la tabla 6.1 que conforme incrementa la velocidad de
barrido de potencial se presenta una mejora en los valores del limite de deteccion,

de cuantificacion y sensibilidad.

6.3.2 Estudio de cuantificacion por voltamperometria ciclica.

En la figura 6.2 se puede observar una familia de voltamperogramas tipicos
obtenidos para Tenox a distintas adiciones de Tenox de 0 a 88 uM a pH 0.405, donde se
observa que la corriente de pico anddico crece debido al incremento de concentracion de

Tenox.
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Figura 6.2. Voltamperogramas VC a velocidad de barrido de potencial de
100mV s de [Tenox] 0-88 puM en pH 0.405. En el inserto se presenta la gréfica
I=f([Tenox]) pH 0.405.

La ecuacion de la recta que se presenta en el inserto de la figura 6.2
corresponde a 1p=(0.0705+0.0009) pApM™x + (0.015+0.044)pA con una
correlacion de R?=0.9962.

En la tabla 6.2 se presenta el calculo de los limites de deteccion y
cuantificacion

Tabla 6.2. Céalculo del limite de deteccion y cuantificacién para Tenox a
distinta velocidades de barrido a pH 0.405 en el sistema EPC/ 1 M HCI.

Velocidad (mVs™) LD pM LC uM Sensibilidad pApM™
100 | 457+1.74 15.22 + 1.74 0.0562 + 0.001
75 4.09 +1.53 13.62 + 1.53 0.0413 + 0.0005
50 3.79 + 1.45 12.64 + 1.45 0.032 + 0.0005
25 4.74+1.75 158 +1.75 0.0257 + 0.0003
10 4.03+153 13.43 + 1.47 0.0152 + 0.0002

En la tabla 6.2 se aprecia que para una velocidad de 50 mVs™ se tiene el

mejor valor para el limite de deteccion y cuantificacion, sin embargo la mejor
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sensibilidad se presenta para una velocidad de 10 mVs™. Para llevar a cabo una
determinacion por medio de voltamperometria ciclica dependerd del pardmetro

analitico que se desee mejorar.

6.3.3 Estudio de cuantificacion por voltamperometria diferencial de pulso.

La cuantificacion del Tenox mediante VDP, se realizo haciendo adiciones de Tenox
de 0 a 21.5 puM a para el sistema de EPC / HCI 0.1 M, (pH=0.405) con una amplitud de
pulso de 0.025V a 200 milisegundos para velocidades de 10, 20, 25, 30 y 50 mV/s™. En la
figura 6.3 se observa un voltamperograma tipico de VDP a 20 mVs™.

1.7 +

ifuA

0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85
E/V

Figura 6.3. VDP para el sistema de EPC / HCI 0.1 M, Tenox 0-21.5 uM (pH=0.405)
para una velocidad de barrido de 20mV s™.

Se obtuvieron las curvas de calibracion para diferentes velocidades de barrido de
potencial observandose una tendencia lineal de la corriente de pico en funcion de la
concentracion de Tenox.

En la tabla 6.3 se presenta la ecuacion de las rectas obtenidas para diferentes
velocidades de barrido de potencial y se aprecia un incremento de la pendiente con forme

incrementa la velocidad de barrido potencial.
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Tabla 6.3. Ecuacion para las distintas velocidades de barrido de potencia obtenidas del
sistema VDP sobre EPC/HCI 0.1 M, Tenox 0-21.5 mM (pH=0.405)

Area de Quimica Analitica.

Interdisciplina en evoluci

VVDP Ecuacion de la recta R2
10 mvs™ Ip = (0.0438 + 0.0004) HMAUM-1x + (0.0156 + 0.0040)uA 0.999
20 mVs™* Ip = (0.0700 + 0.0011) MAPM-1x + (0.0273 + 0.0118)pA 0.997
25mVs? | Ip=(0.0745 + 0.00091) pAUM-1x + (0.0223 + 0.0091)pA 0.998
30 mVs? Ip = (0.1000 + 0.0039) LAUM-1x + (0.0238 + 0.0364)pA 0.984
50 mVs™ Ip = (0.0863 + 0.0017) HAUM-1x - (0.048 + 0.016)pA 0.984

Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos a partir de las curvas

presentadas en la tabla 6.3 se presentan en la tabla 6.4.

Tabla 6.4. Limites de deteccion y cuantificacion para las distintas velocidades de barrido de
potencial asociados a las curvas de la tabla 4.

VDP Limite de deteccion (uM) Limite de
cuantificacion(uM)

10 mvs™ 0.51+0.19 1.70 +0.19

20 mVs™ 0.96 + 0.35 3.21+0.34

25 mVs! 0.68 +0.25 2.25+0.25

30 mvs™ 1.98 +0.72 6.59 + 0.69

50 mVs™ 0.96 + 0.36 3.19+0.35

Se aprecia en la tabla 6.4 que el mejor limite de deteccion y cuantificaciéon se
presentan para una velocidad de barrido de potencial a 30 mVs™ sin embargo en la tabla6.3
para 30 mVs™ se puede observar que no presenta la mejor correlacion, por lo que para
Ilevar a cabo la cuantificacion de Tenox la velocidad de barrido de potencial adecuada es a

25 mVs™ presentando esta misma el menor limite de deteccién y de cuantificacion.
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En la figura 6.4 se aprecia las graficas de velocidad de barrido de potencial en

funcion de la concentracion de Tenox donde se hace la comparacion de los limites de

deteccion, cuantificacion y sensibilidad respectivamente, para cada técnica electroquimica

utilizada.
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Figura 6.4. Comparacion de limite de deteccion para las diferentes técnicas
electroquimicas mostradas en la figura para el sistema EPC / HCI 0.1 M, Tenox 0-21.5 uM

(pH=0.405)

Es posible apreciar en la figura 6.4 de manera mas facil lo que indican las tablas 6.1,

6.2 y 6.4, que los mejores limites de deteccion y cuantificacion con el menor error asociado

asi como la mejor sensibilidad se presentan para la técnica de VDP.
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6.3.4 Estudio de cuantificacion por voltamperometria ciclica para un electrodo de

pasta de cabon modificado con un polimero de 3-CD.

Dado que en electroquimica la técnica mas comun para caracterizar y llevar a cabo
un estudio de determinacion analitica es la voltamperometria ciclica, se llevo a cabo un
estudio de cuantificacién por medio de esta técnia utilizando un electrodo modificado con
un polimero de B-CD con el fin de mejorar los pardmetros analiticos.

En la figura 6.5 se puede observar una familia de voltamperogramas tipicos
obtenidos para Tenox a distintas adiciones de Tenox de 0 a 55uM a pH 0.405, donde se
observa que la corriente de pico anddico crece debido al incremento de concentracion de

Tenox.

85

75 -

65 + 4

35 + 0 10 20 30 40 50 60
[Tenox])/pM

0.3 ‘ 0i4 ‘ Oi5 ‘ Oi6 ‘ 0i7 ‘ 0i8 ‘ 0i9 ‘ 1.0 55.9
E/NV
Figura 6.5. Voltamperogramas VC para un EPC modificado con un polimero de 3-CD a

velocidad de barrido de potencial de 100mV s™ de [Tenox] 0-55 1M en pH 0.405. En el
inserto se presenta la grafica I=f([Tenox]) pH 0.405.

En la tabla 6.5 se presentan los limites de deteccion y cuantificacion asi
como la sensibilidad obtenidos a partir de la curva de calibracion descrita en el
inserto de la figura 6.5, se puede apreciar que comparado con los parametros
obtenidos sobre un EPC sin modificar.
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Tabla 6.5. Comparacion del limite de deteccion, cuantificacion y
sensibilidad para Tenox pH 0.405 en el sistema EPC-B-CD/ 1 M HCI con el sistema

EPC/ 1 M HCI

Sistema LD (uM) LC (uM) Sensibilidad(uApM™)
EPC-B-CD/ 1 M HCI 0.86 +0.28 4.93 +0.69 0.815 + 0.008
EPC/1 M HCI 457 +1.74 15.22 + 1.74 0.0562 + 0.001

En la tabla 6.5 se aprecia que los valores de limite de deteccion, cuantificacion y

sensibilidad presentan una mejora incluso ain cuando la concentracion de Tenox.

6.4 Conclusiones.

Se obtuvieron los mejores pardmetros electroquimicos para la determinacién
analitica de Tenox utilizando un electrodo de pasta de carbono para diferentes técnicas
electroquimicas (voltamperometria ciclica, voltamperometria lineal con electrodo de disco
rotatorio y voltamperometria diferencial de pulso). Se llevo a cabo un estudio de
cuantificacion para un electrodo modificado con un polimero de B-CD obteniendo una

mejora en los limites de cuantificacidn, deteccidn y sensiblidad cuanto se trabaja con este
altimo.
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VI.  CONCLUSIONES

En este trabajo se llevd a cabo el estudio de un antiinflamatorio no esteroidal
(AINE), el Tenoxicam, utilizando espectroscopia UV-Vis, métodos electroquimicos y
métodos de quimica cuantica.

En primer lugar, se determinaron las zonas de predominio de diferentes especies:
H,Tenox", HTenox(z), HTenox™ en funcion del pH de la solucion, asi como dos valores de
pKa correspondientes a las transformaciones entre dichas especies.

Por medio de métodos electroquimicos (voltamperometria ciclica, voltamperometria
lineal con electrodo de disco rotatorio, voltamperometria diferencial de pulso y
cronoamperometria) y computacionales (DFT), se determind que la oxidacion de Tenox
sigue un mecanismo electroquimico-quimico en el que se pierden dos electrones. La
molécula original se fragmenta y se forman principalmente dos productos no electroactivos,
el 2-metil-2H-tieno [2,3-€][1,2] tiazina-3,4-diona 1,1 -dioxido y el acido piridina-2-
ilcarbamico. Asi, la reaccion de oxidacion es irreversible, lo cual se observa claramente en
las graficas de voltamperometria ciclica.

A fin de mejorar la estabilidad y el aumento de la solubilidad, se propuso complejar
la molécula de Tenox con B-ciclodextrina. Utilizando las técnicas experimentales de
espectroscopia UV-Vis y métodos electroquimicos, se demostré que la formacion del
complejo de inclusion en solucion acuosa se lleva a cabo independientemente de la especie

predominante de Tenox.

106



m niversidad Auténoma Metropolitana Avrea de Quimica Analitica.

Casa abierta al tiempo
UNIERSIDAD .umm.Mmum,.n.ztapalapa Interdisciplina en evolucidn

Se determinaron los parametros analiticos para la determinacion de Tenox en
soluciéon acuosa sobre un electrodo de pasta de carbono, pudiéndose detectar una
concentracion minima de 15.22 + 1.74 uM. También se propuso una técnica para mejorar
el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, la linealidad y la sensibilidad en la
deteccion de Tenox en agua. Para ello, se disefid un electrodo de pasta de carbono
modificado con un polimero de B-Ciclodextrina, Se determind que, a diferencia de lo que
ocurre en el electrodo sin modificar en el que la oxidacién esta limitada por la difusién, en
el caso del electrodo modificado la oxidacion electroquimica esta controlada por la
adsorcion de Tenox sobre el polimero. Se evalud la influencia de diferentes variables (pH,
velocidad de barrido de potencial, velocidad de rotacion del electrodo y concentracion de
Tenox), y se obtuvieron las constantes de inclusion superficial. El electrodo modificado
permite detectar concentraciones de Tenox de 4.93 + 0.69 uM, lo que representa una

concentracion tres veces menor que con el eletrodo sin modificar.
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