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I.1.- ANTECEDENTES



I.1.1.- BIGUANIDAS

1.- ASPECTOS GENERALES

Las biguanidas son compuestos cuyz estructura puede con-
siderarse derivada del biuret (I) por sustitucién de los dos &-

tomos de oxfigeno por grupos imino (1).

1 ® 3 1 H 5
H_N—C=N-C=NH H_N=C=N=C=NH
1
2 428 2 N3N °
2 a
Biuret(I) Biguanida(II)

Una formulaci6m méds actual y acorde con las propiedades
del reactivo es la que se muestra a continuacién (2)
H_N N H
gﬁcé-?c%Ng

.
.

1 A)]
NH NH
2

(111)

dénde la molecula ha cambiado el hidrégenc de la poéicién 3 a-
la 2 6 4, indistintamente, adoptando ls forma plana y deslocali
zando los enlaces v por encima y por debajo de toda la molecu-
la, alcanzando as{ una estructura muy semejante a la de las mo-

leculas arométices.

Es también muy estable la estructure monoprotonada (IV)
que conserva la aromaticidad, deslocalizando la carga positiva.

Este hecho es causa de la basicidad de las biguanidas.
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En disclucibn y para un amplio rango de condiciones de =
pH ésta es la forma gue predomina; mientraé gue a pH por debajo
de 3 predomina la forms diprotonada (V) que se ha visto forzada
a aceptar un protén en la posicidén 3, perdiendo la planaridesd y
con ella, 1la déslocalizacién electrénica; por esta razén el pro

t5n en 3 posee caracter &cido.

f
H_N N H NH NH
2 ‘-.g,/-%‘cfﬁ 2 HzN\E/ ~ ﬁ/ 2
NH "NH N H
2 2 Hy 2
-+ +

(1v) (v)

Las biguanidas son por l1s tanto, bases moderadamente -
fuertes gue forman sales con écidos orgdnicos e inorgénicos y-
que a través de los nitrogenmos 2 y 4 actuan como ligandos bidez
tados, combindndose con elementos de las series de transicibn , -

dando gquelatos metdlicos colereados (1).

En la bibliografia consultada existe cierta confusibén =
con respecto & la nomenclatura. Se han utilizado indistintamen-
te los términos biguanida, diguanida y biguanidine, siendo el 1°®
de ellos el que aparece con clara pre?éféhcia: Actﬁalmente epa-
rece en el Chemical Abstracts como diamida imidodicarbonimidica

y como biguanida.

Al igusl que otros compuestos relacionados con la urea -
la biguanida posee varies formas resonantes, el nimero de posi-
bles estructuras es grande debido a gque poseen gran cantidad de
grupos capeces de sufrir movimientos proténicos y mesomerismo,
Esta tédmbien puede adoptar configuraciones tautoméricas e inclg

SO puede llegar & formar un enlace intremolecular por puente de



hidrdgenc, dédndc lugar a une estructura ciclica de seis miem -
bres.

El conocimiento de la posicidn de protonacidn resulta de
particular interés por la reacfividad guimica y actividad fisig
16gica diferencial que imprime a la molécula.Este problema ha -

sido sometido a extensas discusiones criticas (3) (&) (5).

2.,= SINTESIS

Rathke (6) preparé la biguanida por digestién de tiocar-
bamida y tiocianato de guanidina con tricloruro de fosforo. El

método presenta un rendimiento bajo.

Me jores rendimientos presentan las sintesis gue parten de
la diaciandiamida con adicién de una malécula de amoniaco.

Herth (7) calentd diciandimida con solucién emoniacal de
sulfato de Cu (II) a 105-1109C durente 12 horas en tubo cerrado
"No obtiene productos secundarios y presenta un buen rendimiento.
Se obtienen mejores resultados calentando una solucién alcohéli

ca de diciandimide con cloruro eménico (8) .

Barnberger y Dickmann (6) calentaron una mezcle f{ntima
de diciandimida (5g) y clorurs aménico (Bg) a 195°C durante S-
10 mn. . El1 resultado es ain mejor que el anterior. Sustituyeg
do cloruro aménico por iodurs aménico el rendimiento aumenta -

de 21 a 45% (9).

La biguanida como base libre fue separada al estado crif
talino anhidro, a partir del correspondiente sulfato por resc-
cibn con una de las siguientes disoluciones: hidréxido de Ba -
rio, solucién alcohSlica de sodio metdlico (10) (1l), NaOH en
solucién alcohélica & temperatura inferior a 65°C (10) 6 NH

3
lfguido y uma sustancia bdsica (12).



Oxley y Short (13) usando amoniometano & fenilsulfonato

en lugar de cloruro amdnico obtienen un rendimiento del 18-30%

Shirai (14) expone una nueva sintesis con un rendimien
to del 50-60%, utiliza la reaccién entre o-alquilisoureas y pro
porciones equimoleculares de guanidina e hidroxicloruro de gua-
nidina en etanol. Pequefas .cantidades de melanina y cianoguani-
dima se forman como subproductos, de acuerdo con la siguiente -

reaccidn

Et-0H
H AN N
H N-C-DAIK + HZN-ﬁ-NHZ — AR,
NH H 2 0 My c

Un producto similar se obtiene por omonflisis de la o-me
til amidino isoures (15) (16). E1l hidrocloruro se trata durante
20 horas a 15-20°C en una disolucibn al 28% de hidréxido améni-

co, produciédose biguanida con un rendimiento del 98%.

Se han sintetizado alquil y aril derivados baséndose en

la reaccién general, indicada por COHN (17), entre l-cianogua-

nidina y la amina correspondiente.

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

a) Caracteristicas acido - base

Las biguanidas son bases moderadamente fuertes, forman sa
les mono y didcidas. Una extensa variedad tienmen valores de pKa
para la 1? protonacién comprendidos entre 10 y 13, éstos son com

parables a los de las alquilaminas simples, las cuales poseen va
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lores de pKa entre 10,5 y 11,0. Los valores de pKa para la 22 -
protonacién de las biguanidas son del orden 1,9-3,3 , son por lo

tanto bases més débiles que le anilina (pKa=4,4) (is) (19).

En términos generales son bases mds fuertes que el amonii
co y del mismo ofden que las slquilendiaminas. Comparadas con.a&
quilendiaminas como etilendiamina y propilendiamina, las biguani
das son mds fuertes como bases monoédcidas pero m&s débiles como
diécidas. Esto es posible debido a su caracter anfolitico que les

permite formar complejos internos con numerosos cationes.

Las sales formadas por biguanidas y dcidos orgénicos 6 i-
norgdnicos se obtienen en forma cristaline. Las bases libres se
pueden obtener a partir del sulfato, precipitando el anién con i

6n bario y también con sodio metdlico en solucifn aloohdlica (1).

'Las bases libres son soluples en agua con fuerte reaccién
glcalina. Las sales inorgdnicas son poco sclubles en soluciores
- acuosas con excepcién de los cloruros. Sin embargo pueden obte -
nerse tdisoluciones concentradas adicicnzndo un hidréxido en can-
tided suficiente para liberar la base. Al disminuir el pH por a-
dicién de un &cido, se forman lentamente cristales de la sal mds

insoluble.

La mayor parte de las biguanidas poseen un mdximo de ab -
sorcién alrededor de 230-240 mnm. (4), que aumenta en intensidad
al pasar de la especie libre a la monoprotcnada (20). La banda
sufre un desplazamiento batocrémico al pasar a la especie dipro-
tonada ('21). Se observa que & pH superiocres a 2 (223 el espectro
de la biguanida en la zona del U.V. presenta una banda de absor-
cibn caracteristica con un méximo & 230 nm, y un minimo que osci

la alrededor de los 215 nm., . La intensidad de este méximo aumen
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ta con el pH del medio hasta que éste alcanza el valor de 4, Pa=
ra velores superiores de pH dicho mé&ximo peﬁmanece aproximadamen

te constante.

Las disoluciones ascuosas de alguilbiguanidas son estables
varios dias a temperatura ambiente en alcalis diluidos, pero se
descomponen en caliente produciendo guanidinas, urea y aminas en

corto tiempo (5).

La hidrélisis é&cida de biguanidas.bajo una gran variedad
de condiciones produce principalmente guanilureas (23) (24) (25).
La reaccién es lentz bajo condiciones sueves a temperatura ambien
te. En el caso de las biguanidas sus disoluciones acuosas tienden
8 estar en equilibrioc entre ella misma y sus productos de hidrd-
lisis, esto es, guznilurea y amonieco. Sin embergo, le cantidad
de éste Gltimo es insignificante (1). La hidrslisis es répida,20

mn,en &cidos & ebullicién (26) (27).

Algunos derivados como laf?-fenetilbiguanide-son extraor-
dinariamente resistentes a la accién de los &cides (5). La velo-
cidad de hidrélisis decrece con el mayor grado de sustitucién de

la estructura biguanidica (28).

b) Caracteres Redox

Aunque las biguanidas scn bastante reactivas, la cadena de
biguanide es resistente a la oxidacién;La biguanida no sustituida
no reacciona con iodo (29). Igualmente la estructura de la biguari-
da se muestra estable frente a agentes reductores. E1 hierrc en mé—
dio &cido mineral parece ser inefectch; Sin embargo, este reactivo

reduce a las l-(p-nitrobencenosulfonil) biguarnides.
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Le accidn del dcido nitroso sobre la biguanida produce cia-
noguanidina.Pellizari (30) ,que fué el primerc en describir esta
reaccion, considerd cgue transcurria a través de la formacidn de un
intermedio y no con la eliminacidrn de una molécula de amoniaco cemo
nitrito amdénico, el cuél débéria'hrbducir productos secundarios mds

alld de la descomposicidn.

Rosenthaler (31) demostrd gue se forma menos de Ta mitad -
de un mol de nitrdégeno por mol de biguanida, perc no se examinaron

los otros productos de reaccidn.

La resistencia gue oponen las biguanidas a los agentes oxi-
dantes se evidencia en su comportamierto ccmo ligandos frente a io-
nes metdliccs de valencia elevada.Asi por ejemplo, los ccmplejos
Ag(III)-biguanidas, que hemos obtenide en nuestro laboratorio (22)
(18) (19),se preparan fécilmente tratando las disoluciomes de Ag(I)
y biguanida ccn persulfato, la Jdnica oxidacidn observada correspon-
de al idmn metdlico. Del mismo modo, todas las biguaridas gue hemos
estudiado con excepcibn de la 2-sulfoetilbiguanida, son estables en

disolucidn de dicromsto potdsico.

- La cadena de biguanida resulta ser bastante estable frente
a8 agentes oxidantes y reductores, no obstante algunos complejos de
la bigusnida con elemertos metdlicos en estado de valencia poco fre
cuente, destacan dentro del numerosc grupo de guelatos conocidos ac-

tualmente con esta molécula por su comportamiento redox.
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Asi ocurre con los complejos de Co(III)—bis-biguanida y com
plejos parecidos due exhiben interesantes propiedades redox.El Ulti
mo.producto de reduccidn que forman frente a varios agentes reducto
res,es una solucidn incolora o un precipitado negro;estos productos
son sorprendentgmente estables comparados con los productos finales
en otros sistemas parecidos gue resultan ser altamerte reactivos.
Su formulecidn como hidruros de Co(I) o Co(III)se ccnfirman por va-
rios métodos fisico-guimicos. Especies de Co(III) se forman como
intermedios en el ciclo redox y diver'sos derivados arganometdlicos
se forﬁan también Facilmente; Datos de UV, IR, polarcografia y elec-
trolisis z potencial controlado, afirman el estado de oxidacidn a -
signédo al idén metdlico en los productos de reduccidn. La reaccidn
gue tiene lugar es semejante a la de los ccmpuestos del tipo de lé
vitamina Blz,resultando ademés un mejor agente oxidante, ya que la

estabilizeacidn del hidrurc de cobalto estd altamente favorecida en

contraste a lo gque ocurre para la vitamina Blé (32).

Analogamente se han estudiado las aplicaciones del ccmplejo
de Ag(III) con la biguanida, como ageinte oxidante, siendo capzz de
oxidar a iones cemo Hg(I),T1(I), cu(I), Sb(III), Fe(II), Sn(II), v
T para formar complejos coloreados que pueden usarse para la detec

cién cualitativa de los iones metdlicos (33).



c) Complejos con iones metalicos.

La mayoria de las biguanidas se combinan con muchos elemen-
tos de la serie de transicién dandc quelatos coloreados.En dichos
complejos, la biguanida actia como un ligando bidentado, gracias a
dos grupos imino; cediendo repectivamente un hidrégeno y un par

electrénico del nitrégeno.

El color de estos complejos varia con la naturaleza del ién
metdlico y su valencia, asi como el numero de moléculas de ligando.
Es muy ligera la influencia aue sobre el color ejerce le naturaleza

de los sustituyentes de la cadena biguanidica.

Normalmente estos complejos son de natorElEza catidnica y
suelen asociarse can numerosos aniones ( OH ,Cl >S0* ... ) presen

tes en el medio,originando compuestos generalmente poco solubles.

La estructura de estos complejos ha constituido tema de con
troversia durante mucho tiempo. Las primeras interpretaciones se de

ben a TSCHUGAEFF (34) que propuso la siguiente representaciédn:

HN =C _ u2wn, .NH - C = NH
I 2 I
(X) H-N N - H
I
NH = C - h2N NH2 - C = NH

X= anidén monovalente

ién metélico



Esta estructura no representa el complejo cono una sal meta
lica interna, y no puede explicar la formacién de la anhidrobase”
ni tampoco su elevada estabilidad. Por ello y MULLER proponen

la estructura (35):

2
1
1
1
l
1
| B
1
1
1
1
1
I-
-
|
1
N
=
2%

»
2
Qq

NH

La aceptacién de la biguanida ccmo ligando tridentado, no
permite explicar la formacién de numerosos complejos. Otras inter-
pretaciones posteriores son las de SLOTTA y TSCHESCHE (36),RAY y
SAHA (37).Sin embargo la explicacién mds satisfactoria es la propues-
ta por SEN (38) mediante la teoria de la deslocalizacién TT-elec-
trénica y justificada mediante calculos CLOA-OM (39),reacciones de
sustitucién electrofilica y estudios RMN sobre complejos de Ni (II)
(¢10). La deslocalizacién electrdnica produce gquelatos mas estables
y transfiere algunos electrones del metal a orbitales entienlazan—
tes,de los cuales pueden ser eliminados por oxidacién,lo que posi-
bilita el aislamiento de complejos estables con metales en estado
de oxidacién elevado. En base a estos razonamientos y para los com-

plejos M(B)n y M (BH)p] n™ se proponen las siguientes estructu-



Como la carga nc se localiza sobre ningun atomo de nitrége-
no la estructura de los complejos metal-biguanida cargados oueda

mejor representada por (41):

H

H2 \ / \ / NH2
'Cc o\ C
I+ ;|
HN \ /* NH
SM.
/n

P.nmnl ejos ternarios.

Dada le gran reactividad de las biguanidas y su caracter bi
dentado, se han obtenido numerosos complejos con los iones metali —
eos, muchos de ellos ya recopilados en 1951 por P.RAY (i) y en 1978

por A.SYAMAL (41).

Entre los complejos conocidos cabe destacar los complejos
ternarios del tipo :FLn (BH)mE Xa, donde BH es la biguanida, bigué
nida sustituida o dibiguanida, L cualquier ligando y X, un anién
precipitante. Los ligandos mas frecuentes son: OHu ,0H ,NHO,R—NH ,

Cl",Br",1" y SCN".

Se han establecido las estructuras de muchos de estos com —
piejos mediante espectros electrénicos, IR, y estudios de rayos X
estableciendo en muchos casos las dimensiones de le celda unidad,

grupo espacial y sistema cristalino de los compuestos sélidos.
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Asi mismo se han establecido las propiedades de numerosos
complejos, reactividad quimica, estudios cinéticos de orden de

reacci6én, constantes de velocidad 'y mecanismos de disociacidn.

La mayoria de estos complejos son catifénicos, unos pocos
' neutros, y s6lo son anidnicos con los iones FB(II) combinado con
cianuro, Cr(III) en heterocomplejos con SCN y Ru(III) y Rh(III)

con C1 .

Estos complejos ternarios estabilizan valencias poco frecuen-
tes de algunos elementos como Ir(IV), Rh(IV), Ni(III), Co(III) y
Mr(III).

Una relacidn exhaustiva de los complejos ternarios que forman
déterminados iones metdlicos con biguanidas ha sido publicada

recientemente (42).

APLICACIONES

El campo de aplicacidn de las moléculas con el grupe guimico
biguanidico es extenso y variado. Entre otras se pueden citar las si

guientes aplicaciones:

a) Se encuentran un gran nidmero ‘de productos industriales,adhesivos,
anticorrosivos,antioxidantes, detergentes, productos de cosmética,
insecticidas y fuhgicidas, tintes y pigmentos y productos fotografi-

cos,entre otros.
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b) Aplicaciones médicas y farmacoldgicas;dada su interaccidn con las
cedenas de poliaminodcidos y otras sustancias presentes en los seres
vivos,se encuentran biguanidas como bactericidas,antimalaria, inhi-

bidores de tumores, hipoglucémicos, tratamientos oncoldgicos,etc.

c) En el campo de las macromoléculas de sintesis, se emplean ccmc es
tabilizantes,reticuladores de resinas epoxi,etc,incluso como mondme-

ro al polimerizarse por iniciacidrn térmica.

d) Como rezctivos analiticos por formacidn de complejos con iones me

talicos, Reacciones gue a su vez pueden invertirse y utilizarse pera

identificar o determinar las propiss biguanidas,

L E
0 R
' L8

e
1

VALE Gl
<, s

5.- ESTUDIOS ANALITICOS A Nty or -

Comparado con la elevada cantidad de citas bibliogrdéficeas
existentes sobre las biguanidas, el nimero de trabajos referentes a
las aplicaciones analiticas es francamente exiguo, & limitado a po-

cos campos de la quimica analitica.

En primera instancia las podriamos dividir en dos vertien-
tesjutilizar las biguanidas para la identificacidn y/c determinacidn
de iones metdlicos y la vertiente opuesta, es decir, métodos analitl

cos para andlisis de las biguanidas.
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En el campo de la identificacidn_cualitativa CAPITAN y SALT
NAS ( 43} proponen la fenilbiguanida como reactivc selectivo para
la identificacién del Cu(II),Ni(II) y Co(II).Més recientemente se
han estudiado en pro{undidad las posibiliﬁades como reactivos de
identificacidn dé iones metdlicos de algunas biguanidas,con expre-—
sidn de las condiciones adecuadas,sensibilidad y selectivided de la
reaccidn.Concretamente se encuentran descritas la biguanide simple
(22),12 etilendibiguanida (18),la fenilbiguasnida (19.) y la 2-sulfo- .
etilbiguaﬁida (44).Tambien se han propuesto varios enszsyos cualita-
tivos basados en la observacidn de la forma de los cristales origi-
nados por la paludrinz y compuestos relacionados con algunos reacti

vos.,

El dcido picroldnico se ha usado en la identificacidn de
Compuestos orgdnicos de cardcter bé&sico, incluyehdo entre ellos bi-
guanides, En mezclas-de diversps fdrmacos y una vez formades los
picrolonatos respectivos, se identifican gracias a las considera-

ples diferencias de sus temperaturas de descomposicidn ( A5),.

Gravimetrias y volumetrias

Son evidentemente los primeros procecdimientos ensayados y se
reducen, como era de esperar, a& las reacciones mds sensibles y rdpi-
das,por tanto casi todos los métodos propuestos se basan en la reac-
cidn con Cu(II) o Ni (II).KAZARNOWSKII iy col. ('48),.proponen la de-
terminacidn de la biguanida pesando el precipitado con Ni (II).
MAJUMDAR ( 47) hace notar la imposibilidad mzterial de utilizar el
precipitado de Ni(II)-4biébiguanida . dihidrdxido como procedimiento
gravimeétrico,dada la pérdida continua de peso durante laz calefaccidn

y a su propiedad de carbonatarse con el C02 del aire; Para elloc pro
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pone la siguiente modificaciodn; una vez formado y filtrado el preci
itado,lo disuelve en exceso medido de acido sulfiirico.Posteriomen-
te valora el exceso de dcido con &lcali patrdn e indicador de Wesse

low.

La aplicacidn inversa, es decir,utilizando como reszctivo la
biguanidea,ha sido propuesta por SPACU y ALBESCU (a8), Pare determi
nar Ni(II). El reactiveo utilizado es la pzludrine y el precipitado

formado (NiPal)Z(DH)z,aplicacién gque hecen extensible al Cu(II).

CAPITAN y SALINAS(49) extienden 1a reaccidn de identifica=
€ién del Ni(II) con fenilbiguanida para la determinacidn gravimétri

c2 del misma,

GAGE y ROSE hen desarrollado un procedimiento gravimetrico

con Cu(II) para la determinacion de la biguerida simple (50).

.Par supuesto, tambien se encuentra la aplicacién inversa,RAY y
CHOWDHURY. (.51 ) determinan Cu(II) con sulfato de biguanida,tambien
aplican dicha determinacidn volumétricamente, utilizando dcids ru-
bednico como indicador.El cloruroc de Cu(II)-biguanida hé sido pro-.
puesto pera determinar Hg(II) gravimétricamente, formando lz sal
insoluble del anidn tetraiodomercuriato con el catidn complejo

Cu(II)bisbiguanida;(lsz );

ALESSANDRO y col. (.53 ) desarrcllan un método voluméfrico
basado en la formacidn de complejo con Cu(II).El precipitado forma

do se filtra, lava y disuelve en H SDAN,se ajusta el pH y sz valora

2
el cobre liberado con EDTA,utilizando PAN y azul de metileno como
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indicadores. Métodos similares, como el desarrnliado por BAILESCU

(54 Jvaloran con EDTA, el exceso de Cu(II) una vez formado el preci
pitado, o bien realizan la determinacidn directa de la base libre .
de la biguanida mediante la valoracidn potenciométrica frente & @ -

CuSOa.

Tambien se han propuesto reacciones con otros iones metdli-
cos. Asi se determina la palucrina por SOLOMON (gg.) , pesando el

precipitado tetrsiociandiamincromato (III).

Dentro de las aplicaciones puramente volumétricas, cabe ci-
tar lz valoracidn de 1-l-dimetilbiguanida-HC1l (56 ),consistente en
Sloguesr el haldgeno con Hg(DAc)2 y valorando le biguesnide liberada

Con dcido percldrico y como indicador verde de malaguita.

SPINKS y col. (57) determinan la pureza de la paludrina me -
diante valoracidn con écido percldérico en acético glacial. Proce-
dimiento propuesto por la BP y UK como método standard para la deter
minscidén de biguanidas; la valoracidn se sigue potenciométricamente

6 bien utilizando indicador visual de punto final (violeta cristal).

El sulfato écido de biguanida monohidratado, ha sido propues-
to con éxito como sustancia patrdn tipo primaric en acidimetrias.

Resulta méds barato y estable que otros patrones primarios comunes

(s8) (59).

Un procedimiento recientemente propuesto (60) establece la

valoracién de disoluciones bédsicas de cianuro, argentométricamente,
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usando como indicador el complejo ternarioc de Fe(II)-CN-fenilbigua-
nida, en presencia de EDTA. Dicho método da puntos finales hien de-
finidos y resultados similares a otros métodos de valoracidn de cia-
nuro, siendo el rango de aplicacidn de 10_1 a 10—4 M en cianuro.
Tambien se ha descrito el complejo soluble Cu(II)-CN-Fenilbiguanida
y el precipitado que forma dicha especie con zephiramina, proponien
dose éste para la determinacién de Cu(II), siendo su factor gravi-

métrico 0,0489 (61).

Dentro de las valoraciones con indicadores fisicos son pocos
los trabajos existentes. Se pueden citar las valoraciones conducti-
métricas basadas en la reaccién con Cu(II) y etilendibiguanida (18)
y la reacci6n entre la fenilbiguanida y el Ni(II) (62), ambos desa-
rrollados en nuestro departamento. BAILESCU en el trabajo citado
anteriormente tambien propone liberar la base libre potenciometri-
camente frente a CuSOa,
WANG y DING (63) (64) han propuesto dos modificaciones al mé-

todo standard, determinando acetato de clorhexidina y clorhidrato

de moroxidina, respectivamente.

PINZAUTI (65) determina clorhexidina potenciometricamente uti
lizando un electrodo de Ag-sulfito de plata y como valorante tetra-

fenilborato sédico.

Aplicaciones espectrofotométricas

Uno de los primeros métodos para la determinacidén de paludri-

na y compuestos relacionados en muestras de sangre, estd basado en
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la conversidn cuantitativa a aminas por hidrdlisis bajo presion.
Aminas que una vez diazotadas se evaluan colorimetricamente (66)
(67). Otros procedimientos extracto-colorimétricos se han desarro-
1lado teniendo en cuenta la formacidn de pares i6nicos entre 1la
clorhexidina y colorantes aniénicos (66)(67)(68)(62)(70). ANDER-
MANN (71) propone el verde de bromocresol y PINZAUTI (72) el na-
ranja de metilo, ambos utilizan cloroformo como extractante.

LOWRY {73) propone un procedimiento directo para la evaluacitn de
1a mencionada biguanida con azul de bromotimol a pH 7.5, basado

en 1a_reduccién de la absorbancia de éste en disolucibn acuosa
despues de la complejacién con la clorhexidina. Este método ha si-

do criticado alegando que conduce a grandes errores (71) (72).

La j3-fenetilbiguanida se he determinadoc coldrimétricamente
con un tratamientoc previo con« -naftol, diacetilpropancl e hidrdxi-

do de sodio,siendo el limite de deteccidn de é.lﬂ_sg.( 72a) (75).

La 1,1 dimetilbiguanida,se ha determinado tambien por pProce
dimientos coloriméiricos basados en su reaccidn con diacetilo en -
presencia de o{-naftol(76 ) o en una reaccidn.de Sakaguchi modifica=
¢a(77 ) (78 ).

La N°,N°-anhidre bis (ﬁ-hidmxietil) biguanida ha sido de
terminada en tabletas, por um procedimiento espectofotométrico de

medida directz de su absorbancia a 241nm en etanol ('79 )
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La determinacidn de Fe en medio alcalino es posible por medi-
das de la absaorbancia a 520 nm de las disoluciones rojas del comple
jo Fe(PhBH)(CN)i—. Se cumple la ley de Beer con un intervalo &ptimo
entre 1,3 y 6,7 ppm. E1 pH tiene una influencia decisiva en el mé—

todo, siendo el intervalo aconsejado entre 10 y 11 (60).

Otros procedimientos coloriméiricos ya vienen citados en el
apertado anterior ya gque son simples modificaciones del proceso gra
vimétrico por disolucién del precipitado formado, con el disolvente
adecuado y posterior lectura del velor ce su apsorbancia.Entre e-.
1los se pueden mehcionar la disolucidn del precipitads de tetracian
diamincromato en acetona (55 ) ; y la disolucidn €o alcohol del.

precipitado de Ni(II) y peludrina propuesto por SPACU y ALBESCU

(a8 ).

Aplicaciones cromatogréaficas

Pocos son los datos acerca del ccmportamiento cromatografi-
co de las biguanidas .libres;unicamente se han gbtenido curvas de
elucidn de la biguanida en presencia de compuesitos relacionados co-
mo cianamida; cianoguanidina, guanidina,urea y tiourea (74) .Asi
mismo se conocen datos acerca del ccmportamientd en crcmatografia
gaseosa de 1,1,2,2,4,4,5 heptametil y 1,1,2,2,5,5 hexametilbiguani-
da( 75 ),siendo éste el Unico trabajo en el gue se cita esta técnica

cromatogrdfica.

Por otro lado si que se encuentran descritos algunos desa-
rrollos cromatogréficos de complejos metal-biguanida,empledndose en
todos los casos la técrica de cromatografia plana en papel; no en -

contréndose otras técnicas cromatogréficas con estos complejos.
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(Y

Asi en estos es:udios puede observarse la influencia que
puede tener la sustitucidn alguil o aril en la molécula de biguanis
da.Se han descrito los valores de Rf de los complejos cusdrado-pla-—
nos de Cu(II), Ni(II) ¥ Pd(I1) bisbiguanida, con distintcs sustitu-
yentes;los de#arrollos fueron realizados ccon mezclas de KCl-piridie
na,observéndose un aumento en los valores de Rf, al aumentar la al-
guilsustitucidén, mientres gue la fenilsustitucidn disminuye éste.

Asi mismo para los iognes metdlicos se observz un decrecimiento de

los Rf en el orden Ni>GudPd (55 ).

Se observa la influencia gue puede tener el anidn precipi-=
tante en los desarrolleos cromatogréficos.Asi en el caso del comple—
jo lCo(BHJ3 12 (804)3 con un Rf de 0,69,se observa que al cambier
el anidn SDa_pQr otros aniones el valor de Rf veria, atribuvendose

ésta variacidn a la diferencia en la extensidn de la esfera externa

de asociacidén de los complejos (41).

En el estudio cromatogrdfico de algunos heteroguelatos de
Co(III) (76 ) ( 77 ) se pone de manifiesto la naturaleza electrostd-
tica de la adsorcidn de los complejos en-el pepel, observédndose cue
para estos complejos,los valores de Rf encontrados son mencres gue
los obtenidos para cationes divalentes, lo cual indica gue los ca-—
tiones tripositivos son atraidos mds fuertemente gue los biﬁbsiti -
vos.Tambiérn se ha observado ern el desarrollo de algunos heteroquels
tos de biguanida con GCu(II),la aparicidn de dos manchas.Asi ocurre
en los complejos del tipo ]CuL(BH)] X donde L= glicina,e = alanina

y BH=biguanida,metilbiguanida,etilbiguarida y X=C1 (77.).
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Se encuentra descrita la aplicacidn de la l-hutilbiguanida-HC1l
(silubin) como eluyente en la separacidn de mezclas de tres 6 cuatrp
antidiabéticos y sulfonamidas por cromatografia de capa fina sobre

soporte de gel de silice (78).

Recientemente se han desarrollado diferentes métodos cromato-
gréficos para la determiaacién de clorhexidina en diversos prepara-.
dos farmaceuticos, casi todos se basan en la conversién previa de
ésta en triazinas. LAKE (79) utiliza HPLC en fase invertida, MATS5US
HIMA utiliza la técnica "mass fragmentography" (80)(81) para deter-
minar la biguanida en muestras bioldgicas y la "cromatografia iiqqg.
da (82) para la evaluacién en desinfectantes. BAUER(83) propone la
"ion pair" HPLC para la clorhexidina en dentifricos y MIRIBEL (B84)
convierte la bigusnida en un derivado sililado para luego evaluarla

mediante cromatografia gas-liquido.

Aplicaciones polarograficas

S6lo unos pocos complejos metal-biguanids han sido estudia-
dos medianté ésta técnica electroguimica. Se -conocen referencias
acerca del comportamiento polarogréfico de estos complejos ccn los
ciguientes iones metdlicos:Ag(III), Mn(IV), Ni(II), Ni(III) y Cu(II)

siendo ademds bastante recientes.

Se ha estudiado la reduccidn electrogquimica del nitrato de
Ag(III)-etilendibiguanida, observéndose gue, en presencia de KNE!:3
como electrolito soporte, no tiene lugar la reduccidn de la Ag(III)

(853,

. +
Para los ccmplejos ‘Mn(OH)Z(BH]zkn (OH)n,donde BH=biguanida

y n=1,2, se muestran tres estados de reduccidn para el complejo de
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Mn(III). Para el complejo de Mn(IV),el primer salto corresponde a 2
electrones para dar el Mn(II), con un potenciezl de semionda aproximg

damente igual al de la reduccidn del Mn(II) (86 ).

Varios'autores han estudiado el comportamiertc de los complg
jos de Ni(II)-bigusnide por polarografia. Asi SENGUPTA y BANERGEA
( 87 ) estudian el compuesto Ni(BH]§4 en KNO, 0,T M. Todes les espe-
cies sufren difusidn controlada transfiriendo 2 al electrodo de o
gota de Hg.afirmando cue el proceso de reduccidn es reversible.Mds
recientemente DUTTA y SEN { 88) estudian este mismo complejo en KC1
acuoso conteniedo gelatina,exponiendo los valores de El/z,constantes
de velocicad y energia de activacidn de estps compuestos. Las cons—
tantes de esvabilidad calculadas por este método pera los complejos
del tipo Ni- biguanide son comparables a les obtenidas por metodos

potenciométricos.

SEN y SAHA (89 ) ,Uxidando los complejos de Ni(II)-biguanida
obtienen los cecrrespondientes de Ni(III) del tipo )NiBrZ(BH)ZlBr;
|NiC12(BH)2] X,donde BH=biguanida y X=F,Cl. Para el caso del comple-
jolNiClz(BH)ZICI la reaccidn de reduccidn de {e-,resulta ser reversi

ble (41 ).

Recientemente se ha estudiado la reduccidn polarogréfica de
los complejos de Cu(II):[Cu(BH),/C1, conde BH= biguanida, N-metil
N-etil-,NNdimetil— , NN-dietil--,N-fenilbiguanida y 1/2 etilendibigua
nida -en solucidén 0,5 M de KC1l con 0,01% de gelatina. Excepfo para el
complejo -de etilendibiguanidé,los compuestos muestran dos ondas bien
definides y dependientes del pH. Estas bandas fueron atribuidas al

mono y bisguanida de Cu(II) respectivamente.(90)
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En nuestro departamento se ha llevado a cabo el estudio
polarografico de la fenilbiguanida (91), y se ha propuesto un mé-
todo de determinacidn simulténea de clorhexidina y proguanil uti-
lizando la onda catddica, que presentan ambas en medio agua-dime-
tilformamida (92). Tambien se ha propuesto un método de determing
cién de Cu(II) por ASV a partir del complejo que forma con la bi-
guanida simple y se han caracterizado los complejos con Cr(III)

y Mn(IV) y 1la mencionada biguanida (93).

COMPUESTOS ESTUDIADQOS

En la presente memoria se propcnen diferentes métodos para
la determinacién de biguanidas, enclavando el estudio dentro de la
linea de investigacifin que viene desarrolléndose en nuestro De-
partamento desde hace unos cuantos afios: "Estudios quimico-anali-
ticos de las biguanidas". Se han elegido como representantes de
este grupo formado por ei compuesto simple que les da nombre y
sus derivados, aquellas que se encuentran en el mercado farmaceuti~
co espanol formando parte de diversos preparados, ya sean en solu-
cién 6 en tabletas, y que son:

Clorhexidina, proguanil, metformin y moroxidina.

Tambien se calculan las constantes de los compuestos que
forma la 2-sulfoetilbiguanida con Cu(II); en nuestro Departamento
se puso a punto el método de sintesis y purificacién , asi como
el estudio analitico-cualitativo de su reactividad con iones metd-

licos y la descripcién de los complejos formados con Cu(II).
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CLORHEXIDINA

La clorhexidina es una bisbiguanida gue presenta las propie-
dades quimicas generales de las biguanidas, con valores de pKal de
2,3%0,1 y pka2 de 10,4%0,2 (94),formando complejos sélidos con
Cu(II), Ni(II) y Co(II) en medio basico y con Mo(VI) en medio acé-

ticao.

'El hecho de poseer un radical hexametilen entre sus dos gru-
pos biguanidos le confiere unas caracteristicas gquimico-fisicas
diferenciadas de sus homdlogos y en particular de la paludrina,a
la que dobla prdcticamente en fdrmula guimica. Asi la clorhexidina
6 tetraazatetradecanodiimidamina N,N"-bis(4-clorofenil)-3,12-diimi
no, muestra un cardcter relativamente 1lipéfilo, lo que sin duda
estd relacionado con la longitud de la cadena alifdtica entre las
dos grupos biguanidos (95). Y aqui radica el gran interés farmacolg

gico y de aplicacidn quimica.

Cl —NH—F-NH—C-NH—(CH )
NH H 28

-NH—C—NH-q—NH -C1
H

Es posible preparar disoluciones hidro-orgdnicas. Su adsorcidn
a 1aé superficies orgdnicas, relacionada con su gran tamafo molecu-
lar, y su baja solubilidad en agua, originan generalmente una buena
fijacién a lo largo del tiempo en un gran nimero de sistemas biold-
gicos e industriales. Y por Gltimo, la capacidad de giro y flexidn
de los 8 enlaces sigma entre dos grupos biguanidos, da presumiblemen
te & la molécula una gran versatilidad en unas interfacies (97) 6

por ejemplo en una membrana celular (98) 6 en un epitelino (99).
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La clorhexidina es utilizada ampliamente como bactericida en
el campo farmaceutico. En el Chemical Abstracs aparecen numerosas
citas que hacen referencia a la utilizacion de estaz en cosmetica,
en disoluciones para el lavado de lentes de contacto, en dentrifi-
cos, desodorahtes, etc., asi como al estudlio de su efecto en el or-

ganismo humano.
PROGUANIL

Mas comunmente llamado Paludrina, nombre gue deriva de la uti-
lizacion de este farmaco contra el paludismo, otra denominacion es
Clorhidrato de N-(H-clorofenil)-N’-(l-metiletil) imidodicarbonimi-
dico diamida, presenta las caracteristicas quimicas tipicas de las
sales de biguanidas, siendo mas soluble en agua que la clorhexidina,
con valores de pKal= 2°3+0.1 y pKa2= 10.440.2 (94), y disolviendose
bien en medios organicos. Tambien reacciona con el Cu(II), Ni(II) y
Co(II) en medic basico dando precipitados de color rosado, amarillo
y rosa respectivamente. Con Mo(IV) en medio acético da lugar a un

sflido blanco.

Tal y como puede apreciarse en su formula desarrollada,

/CH:CH\
Cl— C C-~NH~C=-NH ~C —=NH «CH - (CH_)
SoH-cn” " I 32
. NH NH
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la presencia de radicales, -4 clorofenil y -metil etil,como sustitu—
yentes a ambos lados del grupo biguanido, originan un efecto electré-
nico no eguivalente de los radicales sobre la gran acumulacién elec-
trdnica gque supone el grupo biguanido, lo cual, unido a otras propie-
dades gquimico-fisicas interrelacionadas, como pueden ser la estructu-
ra molecular y el caracter tensoactivb, conllevan a la especifica
aplicacién farmacolégica, donde la configuracibén electfénica del
gruso biguanido (100) (101) (102) caracteristica de un sistema TU

va a marcar las pautas de comportamiznto biolégico. Alternativamen—

te otro tanto puede decirse de cara a sus aplicaciones industriales.

La estructura espacial del Clorhidrato de proguanil ha sido
determinada por Brown (103) a partir de estudios con rayos X. Este
autor llega a la conclusion de que, para la especie cationica +1 en
estado sdlido, el grupo biguanido en la paludrina, presenta dos pla-
nos electronicos que forman entre éiun angulo prboximo a 60%. Y otros
autores (104) (105) confirman la existencia de estos dos planos para
la forma catifnica +1 en otras biguanidas, mientras que para la for-
ma bdsica se presenta un (nico plano T electrénico, y la forma catio-
nica +2 presenta un caracter bipiramidal. Lo cual es coherente con

el comportamiento espectroscépico observado en disolucidn.

La accibn antipallidica de la paludrina parece ser debida a la
existencia de un metabolito activo derivado de ella, (diaminodimetil-
-p—clorofeniltriazina), el cual tiene la propiedad de impedir la di-
visi6én nuclear de los esquizontes formados en el proceso maldrico,ac-

tuando como supresor del mismo (106).
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ME TF DRMINA

En el Chemical Abstracts aparece tambien con la dencomina-
cidn de &cido N,N-dimetil Imidodicarbonimidicodiamida. Es mds so-
luble en agua que la clorhexidina y el proguanil, pero participa
de la caracteristica comun a todas las biguanidas de presentar
buena solubilidad tanto en medios acuosos como organicos. Los com-
plejos que forma con Cu(II), Ni(II) y .Co(II) en medio basico son
solubles, a diferencia de lo que ocurre con los obtenidos con las
biguanidas descritas anteriormente, no forma complejos con Mo(IV)
en medio acetico.

. Su comportamiento quimico general permite encuadrarla den-

tro de este grupo de complejos.

La formula desarrollada es

HN—E-NH—'C-N—(CH

)
2
NH NH 372

La utilizacion en farmacia se debe a su accidn hipogluce-
miante que parece relacionada con la formacion de complejos seudo-
aromaticos con cationes metalicos, lo que afecta al equilibrio

ionico en algunas partes del organismo (107) (108) (109) (110).
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MOROXIDINA

Otra denominacion de esta sustancia es 4-morfolinacarboxi-
midamida-N-(aminoiminometil). La formula desarrollada es la si-

guiente:

, CH, = CH

HN=GC=NH =G - N 0
W N NgH. - cH”
2 2

Presenta las caracteristicas quimicas de la agrupacion bi-
guanida, siendo la solubilidad en agua del mismo orden gue la co-
rrespondiente a la metformina, formando el mismo tipo de comple-
Jjos que esta,

lLa aplicacién farmaceutica se debe a su caracter antiviral.
Recientemente se ha propuesto para el tratamiento dg la neoplasia

epitelial. junto con la gammaglobulina antiherpetica (lll).

I.1.2.- VALORACIONES CONDUCTIMETRICAS EN EL ANALISIS DE

MEDICAMENTOS.

La volumetria es una de las técnicas mas utilizadas en la
determinacion de productos farmaceuticos, en este sentido, J.E.
Fairbrather (112) ha publicado recientemente un reviews gue hace
referencia a.los diferentes procedimientos volumetricos, asi co-
mo alos distintos indicadores de punto final utilizados, ya sean
visuales o fisicos, mencionando dentrc de este ultimo grupo el

fotometrico, potenciometrico y los electrodos selectivos.
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Existen en la bibliografia, relativamente pocas citas que
estudien el empleo en el campo farmaceutico del indicador conduc-
timétrico de punto final, siendo la totalidad de los trabajos pu-
blicados valoraciones acido~base desarrolladas en medios acuosos

0O N0 acuosos.

a) Medios acuoscs.

Kolthoff (113) determina conductimétricamente codeina, atro-
pina y otros alcaloides en solucidn acuosa con una base fuerte, sien-
do la exactitud y precisién del método superiores a las obtenidas
utilizando como indicador visual de punto final 1la fenolftaleina.

Se pueden determinar complejos multifuncionales, tales como re-
sorcinol, pirogalol y acido salicilico, si se adiciona a la so-
lucidn a valorarun exceso de una base débil, tal como el amonia-

co (114).

Las sulfoftaleinas se valoran con una base fuerte aparecien-
do dos cambios de pendiente en la curva de valoracién, el primero
se debe a los grupos sulfénicos y el segundo a los fendlicos (115).

Las reacciones de reemplazamiento de &cidos o bases débiles
de sus sales, mediante la accion de aciods y bases fuertes, per-
miten la determinacidn conductimétrica de benzoatos, succinatos,

oxalatos y fosfatos (115).

b) Medios no acuosos.

Van Meurs y Dahmen (116) utilizan como disolventes metanol,

N,N-dimetilformamida y piridina con valorantes tales como metoxi-



do potasico e hidroxido de tetrametilamonio disueltos en, meta-
nol-benzeno o piridina-benzeno y piperidina. Obtienen gréficas
en forma de N_al valorar acido salicilico con metoxido de nota-
sio en dimetilformamida; la conductividad aumenta durante la
valoracion del acido carboxilico disminuyendo posteriormente
como resultado de la precipitacion de la sal dipotésica. Cur-
vas similares se obtienen en las valoraciones de acidos di-
nrdtidos con hidrdxido de tetrametilamonio disuelto en dimetil-

formamida.

Maryot (117) fue el primeroc gue observd e interpreto el
médximo que aparece en las valoraciones conductimétricas del &a-
cido tricloroacético con amina aliféticas disueltas en benzeno

y dioxano.

La determinacidn de fenoles sustituidos disueltos en to-
lueno utilizando como valorante hidrdxido de tetrabutilamonio
en isopropanol la realizan, Bruss y Harlow (11B8). Atribuyen el
maximo que aparece en las curvas de valoracion a la homocon ju-
gacidn de las sustancias implicadas. Una discusidn mas detalla-

da al respecto la proporciona Davis (119).

Diversas valoraciones conductimétricas de fenoles, dcidos

diprdtidos (curvas en forma de N), acidos p-hidroxibenzoicos y
otros é&cidos benzoicos sustituidos disueltos en ter-butanol son

realizadas por Marple y Scheppers (120).

I TSI
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Coetzee y Cunningham (121) valoran conductimétricamente

n-butilamina con &dcido benzoico disuelto en acetonitrilo.

Kolthoff determina d4-nitrofenclatc en acetonitrilo con dci-
do perclérico en medic acético glacial (122) y acido dicloroace-

tico con trietilamina disuelta en acetonitrilo (123).

I.1.3.- ESTUDIO DE LAS TRANSICIONES DE COLOR DE INDICA-

DORES VISUALES DE PUNTO FINAL.

Las cualidades regqueridas para un indicador visual del pun—
to final son: exactitud, rapidez y nitidez en 1la transicion. La
primera de estas cualidades puede ser evaluada tanto mediante cél-
culos tedricos como experimentalmente. La segunda depende de diver-
sos factores, entre ellos los equilibrios competitivos que tienen
lugar y la cinética de dichos eguilibrios. La tercera de estas
cualidades depende de la percepcién subjetiva del color; no obs-
tante, tambien esta cualidad puede ser evaluada de un maodo me-

nos subjetivo mediante el uso de los principios de la teoria del

color,

De modo somero se exponen a continuvadion algurnos de los pos-

tulados de dicha teoria (124).

a).- Cualgquier color puede ser definido como una combi-

nacion lineal de tres colores primarios, rojo,verde y azul.

b).- Si un haz de luz formsdo por cantidades conocidas de

tres componentes primarios es equivalente en color a una luz
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desconocida, las tres cantidades conocidas pueden ser utiliza-

rd
das como una especificacion del color para dicha luz. Dichas can-—
tidades (X, Y y Z) se denominan "valsres triestimulus" del color

( ley de Newton).

c).- La ley de Grassman establece gue cuandno luces equi-
valentes se adicionan a luces eguivalentes la luz resultante es

equivalente.

.

Cualguier haz de radiacion bien sea originado por una fuen-
te luminosa o reflejado o transmitido por un cuerpoc luminoso ,
puede considerarse fopmado por un gran numero de porciones del
espectro. Las cantidades de estas porciones pueden ser determi-

nadas por espectrofotometr{a.

lLos valores triestimulus ;, y, 2z para cada una de estas
porciones del espectro han sido establecidos por numerosos ob-
servadores normales (sin defectos visuales) y los valores pro-
medios encontrados se muestran en la tabla 1 y figura 1. Di-
chos promedios se establecen en unidades arbitrarias, para un
espectro monocromiatico (4A =1 nm) de densidad de flujo unidad
y que incide sobre un cm2 de superficie ( watts/cm2 nm esta mag

nitud recibe el nombre de "spectral irradiance").

En 1931 la Comision Internacional sobre Iluminacitn (C.I.E.)
recomendo gue todos los datos de color se expresaran en el mismo

sistema de valores triestimulus para que los valores pudieran ser



TA3LA 1

Tin: 1931 1.C.1. Stasdakd Ob.s»:icvkji

Trislinuilus S[>ccificnt ion* Tri.-fi jmulu> Specificat jons
Wavi- oi Eiju:il-enerj;y Spectruin ~ W'avo- oi Kqual-tnier"y Spectrum
Jen(ri 11, Icngth,
inp o \
¥ 2 . i 'y 1

380 0.0014 0.0000 0.0065 550 0.9163 0.8700 0.0017

385 0022 0.0001  0.0105 585  0.9786 8163 .00)4
390 0042 0.0001  0.020) 590 1.0263 7570 .0011
395. 0076 0.0002 0.0362 595 1.0567 .6949 0010
400 0143 0.0004 0.0679 . 600 1.0622 .63)0 .0008
405 0232 0.0006 0 1102 605 1.0450 5068 .0006
4)0 0135  0.0012 0.2074 6)0 1.0026 5030 .0003
415 0776 .0.0022 0.3713 615  0.0384 4112 .0002
420 1344 0.0040 0.G45G 620  0.8544 3810 .0002
425 .2)48  0.0073  1.0301 625  0.7514 3210 .0001
430 2839 0.011C 1.385G 630  0.6424 i .2050 o000
435 % 2285 0.016S  1.6230 635  0.5419 2170 .0000
440 3483 0.0230  1.7471 640 « 0.4479 1750 .0000
445 3181  0.02US 1.7826- 645  0.360S 1382 .0000
450 S3G2  0.0380 1.7721 650  0.2S35 .1070 .0000
455 3)S7  0.0480  1.7441 655  0.2)87 0816 .0000
460 2708 0.0600  1.6602 600  0.1049 .06)0 .0000
465 25)1  0.0730  1.528) 665  0.1212 0446 0000
470 .1Us4 o.oyio 1.2876 070  0.0S74 .0320 .0000
475 1421 0.1126  1.0419 675  0.0636 0232 .0000
480 01)56  0.13D0  0.S130 680  0.046% 0170 .0000
485 .0580 0.1603 0.6162 685  0.0329 0119 .0000
400 0320  0.20S0 0.4652 690  0.0227 .0082 .0000
45 0147 0.2586 0.3533 695  0:0158 .0057 .0000
500 ' .0040 0.3230 0.2720 700  0.0114 .0041 .0000
505 0024  0.4073 0.2123 705 0.00S1 .0029 0000
5)0 001)3  0.5030 0.1582 710 0 0G5S .002) .0000
515 021 0.6082  0.1117 715 0.0041 .0015 .0000
520 0633 0.7100 0.C782 720 0.0029 .00)0 .0000
525 1006 0.71)32  0.0573 -os 0.0020 .0007 .0000
530 11655 0.8620  0.0422 730 0.00)4 .0005 .00
535 2257 0.0)41) 0.0298 735 0 00)0 .0004 o000
540 2104 0.0540  0.0203 740 0.0007 1 .0003 .0o00
545 3507 0.0803 0.0134 745 0.0005 .0002 .000(1
550 4334 0.00.50 0.00S7 750 0.0003 241 .0000
555 5121 1.0002  0.0057 755 0 0002 .0001 ococo
500 5045 0.1»1150 0.0031) 700 0.0002 .0001 0000
5U5 6784m 0.77S6  0.0027 765 0.0001 .0000 0000
570 762)  0.9320 0.0021 j 770 o.ooni .0000 0000
575 8-125  0.1)154  0.001S 775 .o00c0 ! coo

o
o
o
(=]

[eNeeoe]
5SU j .D)63  0.8700 | 0.0017 j; 780 0000011 0000 j

’

Totals 21.3713 [21 .37)4 ]2-143715

- tomads dE M.G. WELLON "Analitical Absortion Spectroscopy"

IViley, New York 1950, psa. 520.
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FIGURA 1. Valores triestimulus del espectro de

colores segdn el Observador Standard de I.C.I. 1931.
Figura reproducida de M.G. Mellon ( 1 ).
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FIGURA2. Diagrama de cromaticidad. Triangulo de Maxwell.
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comparables, dicho sistema se conoce por "standard colorimetric

coordinate system", abreviadamente, CIE 1931 (125).

Los tres colores primarios mencionados anteriormente se a
. : . 4 . . .
socian a los tres valores triestimulus necesarios para definir
cualguier color. E1 verde se asocia con Y (llemado tambien lumi-

nosidad), el azul con el X y el rojo con Z.

En ocasiones, y para una mayor comodidad, los valores tri-
estimulus se sustituyen por las relacicnes: X/( X+Y+Z ), Y/( X+
Y+Z) y 2/( X+Y4Z ) cuyos valores x,y,z se denominan "coordena-
das de cromaticidad", Por definicion, la suma de las tres es la
unidad, por tanto, bastan las coordenadzs x e y para definir un
color o lo que es lo mismo un punto en el diagrama de cromatici-
dad, llamado "triangulo de Maxwell" (fig. 2). La superficie ence-
rrada en el interior del mismo, representa los colores reales. Ob
servese que los puntos que representan los colores primarios del
sistema de coordenadas C.I.E ( x=1, y=z=0; y=1, x=z=0; y z=1,

x=ys0 ) se encuentran fuera de dicha dérea, lo que significa que

dichos primarios son imaginarios ( tabla 2 ).

Ademas del sistema--de coordenadas, la C.I.E. recomendo el
uso de tres iluminantes standard para la colorimetria: iluminan-
te A representativo de una lampara incandescente de gas; iiuminag
te B representativo de la luz solar al mediod{a; e iluminante G-
representativo de la luz promedio diurna. Este ultimo iluminan-
te se recomienda para uso general, es decir,siempre gue no haya

razon especial para utilizar otro.



tabla 2

ChilOMaTICITY CoOItDINATUS OT THE SL'KCIHOM COUORA

Chroinalieity Coordinaros . Cliromsilieily C<K»rdinatcs

Wave- | Waviv

lunglb, length,
Ty * 4 2 i 4 1

* 350 +0.1741 0.0050 0.8209 5580 0.5125 0.4S6G 0.0009
385 .1740 .0050 .8210 - 585 5448 4544 .0008
300 . 1738 .0049 .8213 590 5752 4242 .0006
395 . 1736 .0049 .8215 595 .6029 3965 .0006
400 1733 .004S 8219 600 6270 3725 .0005
405 1730 .004S . 8222 605 .G482 3514 .0004
410 1720 .0048 1822G 610 .665S .3340 .0002
415 .172) .004S .8231 615 .6801 3197 .0002-
420 1714 .0051 .8235 620 6915 .3083 .0002
425 * 1703 .0058 .8239 625 7006 2993 .0001
430 . 1GS9 .0009 .8242 630 7079 2920 .0001
435 .1009 .0086 .8245 635 7140 2859 .0001
440 .1644 .0109 .8247 640 7190 2509 .0001
445 1011 .0138 .8251 645 7230 2770 .0000
450 1560 0177 8257 650 .7200 2740 .0000
455 1510 .0227 8203 j 655 . 7283 2717 .0000
4G0 .1410 .0297 .S2G3 660 7300 2700 .0000
465 1355 .0399 8246 1 6G5 7311 .26S9 .0000
470 1241 .0576 .8)81 670 7320 2GS0 .0000
475 .1090 .0S6S .8030 675 71327 2673 .0000
450 .0913 1327 7760 680 7334 2666 .0000
485 .06S7 2037 7306 685 - 7340 .2GGO .0000
490 0154 2950 .6596 690 7344 2656 .0000
495 .0235 4127 .563S 695 734G 2654 ..0000
500 .00S2 53584 4534 700 7347 2653 .0000
505 .0039 6548 ,3413 705 71347 ,2653 .0000
5)0 0139 7502 2359 710 L7341 2653 .0000
515 .0389 .8120 1491 715 7347 2653 ! .0000
520 .0743 .S338 .0919 720 71347 2653 .0000
525 1142 .8262 .05% 725 7317 2653 .0000
530 1547 .8059 .0394 730 L7347 2653 .0000
535 . 1929 .781G .0255 735 1347 2653 .-0000
540 22% 7543 0161 740 7347 2653 .0000
545 2658 7243 .0099 745 71347 2653 .0000
550 .30)0 . 6923 .0061 750 71347 2653 .0000
555 .3373 .6589 .0038 755 7347 2653 .0000
500 3731 Q215 .0024 760 7347 2653 . .0000
505 A0*47 5896 .0017 765 .7347 2653 .0000
570 4141 .5517 0012 770 7317 2653 .0000
575 4788 .5202 .0010 775 7347 2653 .0000
550 512 AS6G .0009 780 7347 2653 .0000

tomada de M.G. VELLON " Analitical Absortion Spectroscopy"

V.'iley, New York 1950, Pag. 524.
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En el ﬁaso de un indicadar, el color gue presenta la diso-
lucidn antes % después del punto final puede representarse por
sendos puntos en el diagrama de cromaticidad. Igualmente los co-
lores de la disolucidn durante la transicidn vendran representa-
dos por puntos en el diagrama. La distancia entre los puntos an-
tes y despugs del punto final es una medida de la calidad del

viraje del indicador.

MacAdam en 1942 (126) dividid el tridngulo de Maxwell en
elipses, la superficie encerrada por estas representa tonalida-

des de color dificilmente discernibles visualmente,

D=bido a que la percepcion devlas coloraciones es un hecho
subjetivo, no solo la distancia entre los colores antes y despues
del punto final, sino y sobre todo, la zona en que se encuentreng
dichos puntos, determina la calidad de un indicador. Asi pues, un

indicador cuyoc viraje sea azul-plrpura es mas perceptible que uno

cuyo viraje sea verde-amarillo.

E1 GIE 1931 (125), no es el (nico sistema cromatico propues
to, Existen otros posteriores tratando de definir un espacin cro-
mético mas uniforme. Algunos de estos sistemas se han utilizado en
trabajos analiticos, como son: RUCS 1939 (127), CIE 1960 (128) y
dltimamente CIE *&*b¥1976 (129). Las ecuaciones bésicas de los

mismos se detallan en la tabls 3 (130).
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VALORES TRIESTINULOS

Xx=2(xE) A Y=2(yE) A Z=3(2E) A
CIE 1931
X - Y
X = — Y = m——
X+ Y+ 2 X4+Y+1Z
PJCS 1839
U= 0,75 - 2252 (x+y-1)
x = 7.052y - 1.840
_ 3.697x - 5,077y - 1.369
X — 7.053y - 1.640
CIE “9€0
4 x .
U =
X+ 15 Y+32Z
6. Y
v = £
X4+ 15Y+31Z
CIE 1976
Fliy=G (i)',
Fli)=7,787C (i) + 0,1379
2*=3500(F (1)=F (2) ) parai=1,2,3 si G (i) > 0,008856
b*=200(F (2)-F (3) ) donde: y: si G (i) < 0,008856
L* =116 (F (2) - 0,1379) G (1) = X/Xn
G(2)=Y/Yn
G (3)=2/2Zn

TABLA 3. Distintos sistem

a8 de coordensadas crométicas.
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Ademas de representar gréficamente la transicidn de color
de un viraje, exiten otros métodos de valorar la calidad de un in
dicador. Uno de ellos es utilizar la "concentracion de color" o
"concentracidm optica" (131) representada por el simbolo J y que

viene dada por:

_(AXxE)+(AyE)+ (AzE)
(XxE)+(yE)+(zE)

J

J puede ser considerada como una transmitancia efectiva, tenien-
do en cuenta tanto la transmitancia absoluta como la capacidad

del ojo para detectarla.

La magnitud de las relaciornes AJ/ApH, 44/ Avv y

al.
AJ/AE(mV) en el punto final es representativa, no solo de la
nitidezdel viraje, sino tambien de su exactitud; ya que visua-
liza la concordancia entre el cambio brusco de coloracion (vira-

je) con el final de la valoracion.

Otros parémetros utilizados para evaluar la nitidez y exac
titud de los indicadores son "Specific Color Discrimination"
(scD), y "color difference" (AF) propuestos por BHUCHAR en 1982

(132) 1la expresion matematica de ae¥es :

¥ 2 2 , 211/2
= - + - + -
AE ( L, L2] ( a, - a, ) ( b, - b, )
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La diferencia de color, es pues la distancia geométrica
entre dos puntos que representan dichos colores en el espacio de

color.

La utilizacion conjunta de los pardmetros ( J y¢QE¥)
permite una mejor evaluacidn de las transicinnes de color de los
indicadores.

Otro concepto importante a tener en cuenta es el denomina-
do"punto gris" llamado tambiEnrde igual energia y que es el pun-
to central del diagrama de cromaticidad, sus coordenadas son
x = 0,3101 e y = 0. 3163 ( las lineas rectas gue lo atraviesan u-
nen puntos complementarios). Dicho de otro modo, el punto gris
representa la situacidn del sistema antes de la adicidn de cual-
quier colorante y utilizando como fuente de radiacidn el stan-

dard C.

De lo expuesto se deduce que puede ser una buena medida de
la calidad de la transicidn, su proximidad o lejania del punto
gris. Aguellos indicadores que incluyen el punto gris en su tran-
sicior o bien pasan muy cerca de €l, ofrecen cambios de colora-

cion muy nitidos.

Esta idea abre una linea de investigacién, consistente en
buscar los colorantes inertes adecuados para hacer coincidir el
punto final de la valoracion en el punto gris. Es decir, una vez
fijada la transicidn cromdtica del viraje de un determinado indi-

cador, mediante la adicidn de uno o varios colorantes, se despla-
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za dicha curva de transicidn hasta hacerla pasar por el punto gris;
con lo cual el viraje gue percibe el cbservador es el siguiente:
color A - incoloro - color B. Se elimina asi el intervalo suma de
los colores A - B, evitando los erraores inherentes a todo proceso
de valoracidn, al mismo tiempo que mejora la comodidad y rapidez

de la determinacion.

El estudio y evaluacidn de la calidad de estos indicadores,
conocidos con el nombre de"indicadores mixtos", se realiza con los

mismos sistemas de calculo y diagramas explicados anteriormente.

La aplicacion de la teorfa del color a la guimica analiti-
cé es reciente, existiendo pocos trabajos al respecto en la biblio
grafia consultada. Se han publicado algunos articulos gue hacen
referencia al estudio cromético de indicadores ( exclusivamente
dcido-base y metalocrémicos) asi como a la elaboracion de indi-
cadores mixtos de punto gris (133) (134) (135) (136) (137).

Tan solo unos pocos hacen referencia a valoraciones de productos
de utilizacion en farmacia, valoraciones gque suelen transcurrir

en medios no acuosos.

Bakos y Col. (138) correlacionan la cantidad de acido ascdr
bico en escaramujos con los valores tristimulus calculados colori

métricamente.

Inagaki y Col. (139) determinan drogas gque poseen en su
estructura dobles enlaces por espectr05copﬂa IR utilizando la

"complementary tristimulus colorimetry”.
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Yoshida, Oda y Hirose determinan barbital y fenobarbital
sodicos (141), teofilina (140) y glicina (140) (141) en disolucig
nes acéticas cuya concentracion varia de 10_2 a ID_A M, mediante
valoracion con acido perclorico en medio acético glacial, utili-
zando violeta cristal como indicador ( en el caso de la glicina
tambien utilizan & - naftolbenzeina). Calculan la concentracidn
de anzlito a partir de una expresion tedrica que relaciona la
transicion de color }5 ( definida como la relacion entre la con
centracion libre y la concentracion local de indicador), las cons-
tantes condicionales analito - valorante e indicador-valorante,
y las concentraciones iniciales de indicador y valorante, evi-
tando asi el error inherente al indicador. Los valores de ¢
y de las constantes condicionales los obtienen a partir "comple-
mentary tristimulus colorimetry" midiendo la absorbancias entre
rangos del espectro correspondiente, que coinciden con los tres

maximos observados. Construyen curvas tecoricas C / C = F(

val. anal.

¢, constantes condicionales, G, ) frente a ¢ , hacien

ind.’ Canal
do variar este entre 0 y 1. Los resultados experimentales ocbte-

nidos reproducen las curvas teoricas.

J.1.4.- ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO DE MEDICAMENTOS.

La necesidad de automatizacion en el analisis de control
ha inducido al desarrollo de métodos gue trabajen en flujo ya sea
continua o discontinuamente. En esta linea y dentro del primer gru

po se encuadra el anilisis de Inyeccidn en Flujo (FIA), método
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propuesto recientemente y consolidado como una nueva metodologia
cientifica.

Esta basado en la inyeccidn y dispersibn controlada (mez-
clado) de la muestra, en una corriente no segmentada del reacti-
vo portador y la posterior conduccion de la mezcla hacia el detec

tor.

El FIA goza ademas de la versatilidad de los metodos en
flujo continuo de ventajas adicionales: disefio simple y barato
siendo a la vez lo suficientemente robusto para ser utilizado dia

riamente en un laboratorio amalitico.

Los trabajos publicados al respectoc son unos quinientos,
siendo relativamente pocos los que hacen referencia al &rea far-
maceutica 4,5% (142) o 13,7% (143). Los articulos dentro de este
campo han sido recientemente revisados (144) y se pueden clasi-
ficar, atendiendo & los métodos instrumentales y técnicas emplea

das,en los siguientes apartados:

l.- Absorcion de radiacion.

Espectroscopia UV-V

La determinacion de la hidrazida del acido isonicotinico
en tabletas (145) se basa en el desarrollo de dos reacciones com
petitivas; en la primera se forma un complejo coloreado entre la
isoniazida y V(V) en medio fosfdrico y la segunda en una oxida-

3" La relacion de veloci-

dades de reaccidn es adecuada para obtener una sefial cuya altura

cidn del cohplejo por la acciodn del VO

es directamente proporcional a la cantidad de isoniazida inyecta
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da. Los valores de absorbancia se leen a 420 nm . Glucosa, acido
Citrico, oxélico, fructosa y dextrina no interfieren aln en un
exceso de cien veces en muestras de 0,3 ml gue contienen 25 mi-
crogramos de isoniacida, E1 andlisis de los comprimgdos se rea-
l1iza por interpolacidn directa en la curva de calibrado y por

"adicidn standard".

Landis (146) proporme un método FIA para cuantificar doce
esteroides diferentes basado, en la redugcidn del azul de tetra-
zolio por el analito en medio bésico y dando un Formazan‘coloreg
do. Ha sido descrito para el acetato de metilprednisolona, sien-

do el rango de linealidad 0,073-0,914 mg/ml y la rsd 0,5%.

Muchos de los trabajos FIA que desarrollan determinaciones
en el UV-V incluyen extraccién liguido-liquido como paso prelimi-
nar. En este sentido, Karlberg et al. (147) y Bergamin et al. (148)
proponen independientemente un procedimiento FIA de separacion,
consiguiendo resultados similares a los obtenidos por metodos de

0 L4 3
extraccion convencional.

Un ejemplo que demuestra la necesidad de la extraccion 1i-
guido-1liguido en FiA es la determinacién de cafeina en muestras
de &cido acetisalicilico (147). La interferencia producida en el
reparto por el sulfato de laurilsodio (surfactante que contenian
los comprimidos) se elimina con bromurc de tetrametilamonio, éste
forma un par idnico con el lauril gue se extrae en la fase orgé—

nica y que no absorve a la longitud de onda de medida (275 nm).
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Kalberg et al. (149) determina codeina extrayendola del
cloroformo por formacidn del picrato correspondiente. Las mues-
tras acuosas se inyectan en una corriente acuosa de picreto, tam
ponadas a pH = 6”50 y segmentadas por una corriente de clorofor-
mo. E1 rango de linealidad es ( 0.5 - 9).10_4; estudian la in-

terferencia producida por el sulfato de laurilsodio.

La determinacitn del cloruro de Prociclidina se lleva a
- cabo por Fossey y Cantwell (150), describen y caracterizan un a-
narato que utiiiza un separador de membrana como separador de fa-
ses y una presion de bombeo constante. Otras membranas han sido

descritas por Hord y Kalberg (151) y Ogata et al (152).

Difenildramina y 8-cloroteofilina son determinadas (153)
previa extraccidn utilizando una doble membrana ( teflon-papel);
a pH 10 la difenildramina se extrae en la fase organica mientras
gue la B-cloroteofilina es retenida cuantitativamente en la fase

acuosa.

Recientemente se estan adecuando a FIA procedimientos con
trolados por microprocesador, en este sentido, se determinan com
puestos fendlicos (tales como el sulfato de terbutalina) por reag

cién' con d-aminoantipirina y K Fe(CN)6 (154). Batteridge et al.

3
(155) proponen una optimizacidn computo-asistida para el andlisis
FIA de isoprenalina en base a la sensibilidad, con método simplex
modificado y procedimientos univariados. En esta linea tambien pu
blica Wade (156).

Asi mismo, tambien se proponen determinaciones de drogas con en-

zimas immovilizados y lecturas espectrofotométricas (157) (158),
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7
ambos trabajos se comentan en el apartado de metodos enzimaticos.

2.~ Emision de radiacion.

Fluorescencia, fosforescencia y guimioluminescencia.

El métoqo de la formacidn de tiocromo a partir de tiamina
(vitamina Bl), gue se aplica a la determinacion de esta en prepa
rados farmaceuticos, ha sido aplicado a FIA (159), esta basado en
la reaccicn de la vitamina Bl y el Fe(CN)Z_ en medio basico y ex-

traccion del tiocromo formado en la fase organica.

Dullari et al. (160) estudian las interacciones binding droga-pro
teina fluorimétricamente, siendo los resultados obtenidos simila—

res a los correspondientes a un procedimiento estatico.

J.N. Miller (161) recopila los resultados obtenidos en su labora-
torio que desarrollan procedimientos que combinan inyeccidn en flu
jo y métodos luminiscentes. Inyectan el analito ( gquinina, glici-
na, ...) en una corriente alcalina para convertirlo en una especie

fluorescente,

Burguera, Burguera y Towshend (162) publican un review- gue hace
referencia a los principios, aplicaciones y lineas FIA para rea-
cciones de guimioluminescencia monitorizadas, tambien determinan

H,0, con un limite de deteccidn de 0, 003 ng/ml.

La extincion de la fosforescencia en el caso del biacetilo

en fase liguida a temperatura ambiente (163) se presenta como una
[ . » s - . 13

tecnica de deteccion de algunos compuestos organicos en sistemas

FIA, desarrollandose para sustancias que contengan sulfuros.
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3.- Corriente electrica.

Voltametria yf%olarograf{a.
" analgésico fendlico meptazinol se determind por oxida-
cion electroquimica, con una celula de deteccion voltamétrica
.
carbon-vidrioc (164). Las muestras fueron inyectadas en una corrien
te del electrolito soporte y la corriente anddica se monitorizd

segln las muestras fueran pasando por la superficie del electro-

do, siendo oxidado el despolarizador al potencial aplicado.

Forsman y Karlsson (165) evalGan polarogréficamente con
electrodo de gotas de Hg el acido peniciloico gue se encuentra
como impureza en la penicilina. E1 procedimiento FIA presenta una
ventaja sobre el convencional y es gue el sistema no necesita des
aireacidn debido al efecto del triton X-100 que desplaza la on-
da de reduccicn del 0, -400 mv.

La determinacidn polaragréfica del dinitrato de isosorbi-
da se ha realizado en FIA (186). E1 detector puede operér como
un electrodo de gotas de Hg o de gotas suspendidas, la altura de

los picos depende de la presencia de agentes tensioactivos.

Vang y Freiha proponen una deteccion voltamétrica basada
en la preconcentracidn absortiva del analito, resultando mas se-
lectiva que la amperometria convencional. Se aplica la determi-
nacicn de cloropromazina en orina humanma (167). No interfieren
especies de semejante potencial redox, tales como el ferrocia-

nuro y el acido ascorbico.
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La clorpromazina se determina tambien junto con fenol, ace-
taminofen, norepinefrima y algunos iones metdlicos por otro autor
(168); el método se basa en el registro de los voltamperogramas
mientras la muestra y la solucion portadora fluyen a través de la

celda, tomando la diferencia como la respuesta neta de la muestra,

El acido cafeico, paracetamol,ddpamina -y ferrocianuro
se cuantifican en FIA (169), el trabajo propone una nueva forma
de celda de flujo, en la que introducen un agitador que se colo-
ca al lado de un electrodo tubular poroso con lo que se consiguen
velocidades altas y trangporte de masa a lo largo de su area su-

perficial.

Amperometria y culometria.

Se ha descrito una celda doble electroguimica para la de-
terminscidn de ciste{na, cistina y penicilamina gue utiliza co-
rrientes de flujo acuosas (170), y electrodo de polvo de plata
amalgamado que reduce la cisteina, evaluandose este amperométri-

camente con electrodo de Hg.

Algunos tfabajoa proponen otro electrodo de trabajo, el
constituido por carbon-vidrio reticulado para culometrias y am-
perometrias en FIA, permitiendo determinar: &cido ascérbico, epi-
neffina y X-dihidroxifenilalanina en cantidades de nanogramos
(171). La mayor ventaja del método es la electrolisis total del
analito lo gue implica la no realizacidn de curvas de calibrado.

Otro trabajo (172) utiliza el mencionado electrodo y determina
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amoxicilina, hidrogquinodopamina y epinefrina.

El H202 puede evaluarse cuantitativamente por amperome-
tria y FIA con electrodo de carbono (173), el trabajo estudia las
interferencias causadas por glicerol, dihidroxiacetona y los com-

ponentes del tampén.

La determinscion amperometrica de glucosa en muestras de
suero propuesta por Yao (174) utiliza electrodo de membrana cons
tituido por un enzima modificado quimicaﬁente, tambien disefa una
nueva celda de flujo; la muestra se inyecta en la corriente del
portador ( pH 7°5 , tampon fosfato )} y pasa a través de una co-
lumna empaguetada con gel de silice y ditiocarbamato de Cu (II)
para eliminar impurezas. Este mismo autor (175) determina fosfo-

'd . . . .
lipidos en muestras de suero con un procedimiento semejante al

descrito.

4.~ Potencial electrico.

Potenciometria.

Agentes reductores, tales como el aﬁido ascorbico, fueron
inyectados en una corriente no segmentada de Ce(IV) y cuantifica
dos a partir de la relacion de concentraciones de Ce(III) y Ce(IV)
utilizando electrodos de Pt y grafito (176), la reproducibilidad

obtenida es buena.

Yusuda (177) determina glucosa con electrodo de urea for-
mado por un electrodo selectivo de NHZ con una membrana de urea

sa immobilizada.
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Pungor (178) ha publicado un reviews sobre procedimientos
electroanaliticos en FIA aplicados al analisis de productos far-

maceuticos.

.2
5.~ Metodos enzimaticos.

Pacakova et al. (157) determinan glucosa y pirocatecol con
dos enzimas, glucosaoxidasa y tiposinasa, inmovilizados en la su-
perficie del sensor o en un soporte inerte empaguetado en una pre

columna.

Un método original para determinacicn de @-&actamas (pe-=.
nicilinas y cefalosporinas) que consiste, en la medida de ental-
pfia de reacciones enzimiticas en FIA por medio de termistores, ha

sido publicado (150).

El alto costo de los enzimas y co-enzimas justifica los
esfuerzos de recuperacién, en esta lfnea, se ha descrito una
determinacidn répida de glucosa con regenmeracidn automitica y re-
ciclamiento del naD ¥ y de la glucosa-dihidrogenasa (179). Este

estudio esta basado en u trabajo anterior de Hansen et al.
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I.2.- OBJETO Y PLAN DE TRABAJO

Se inicid la presente Tesis Doctoral dentro de la linea de

investigacidn de este Departamento "Estudios quimico-analiticos
de las biguanidaS",y més concretamente con el fin de proponer
mé&todos de andlisis de biguanidas utilizadas en el mercado farma !
ceutico espanol. Para elloc se tuvo en cuenta cue 1la totzslidad de méta
dos de analisis recomendados eh las Farhacopeas mids utilizadas
(British Pharmacopoeia y United States Pharmacopoeia) émplean
técnicas clésicas e instrumental fdcilmente accesible a cualquier

laboratorio.

Con estas premisas en esta Memoria se propone la valora-
cidn conductimétrica de biguanidas contenidas en medicamentos,
utilizando sales de Cu(II) como valorante, E1 método propuesto
es ventajoso frente al método standard (valoracién con HClD4
en medio acético glacial) en su ejecucibn y especialmente en

cuanto a su selectividad. La exactitud y reproducibilidad son

similares a las correspondientes al método standard.

La realizacidén de este apartadb va precedida del estudio
guimico de un sistema Cu(II) - Biguanida inédito. Dado que se
utiliza la 2-sulfoetilbiguanida , recientemente preparada en
este Departamento, se necesitd determinar las constantes de

acidez de la misma.

En segundo lugar se realiza un estudio critico-comparativo
de las -transiciones de color propuestas en las Farmacopeas para la va
loracidn de biguanidas. Dicho estudio utiliza las teorias de

cromaticidad aplicadas a la Quimica Analitica y permite demos-



trar fundadamente (no solo empiricamente) cuales son los indica
dores més adecuados; tambien se mejoran los resultados gque se
obtienen con los indicadores simples gue resultan més favorables,

proponiendose indicadores mixtos de punto gris

Por Gltimo, se acortan sensiblemernte y mejoran los proce-
dimientos extracto-colorimétricos propuestos para la determina-
cidn de Clorhexidina, con la utilizacién de agentes tensiocacti-
vos. Estos procedimientos se han desarrollado recientemente y
de forma empirica sin ningdn estudio guimico del sistema impli-
cado. En esta Memoria se utilizan los agentes surfactantes para
la puesta a punto del método espectrofotométrico directo y con
técnicas FIA, caracterizédndose previamente los productos obte-

nidos en la reaccién.
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II.1.- REACTIVOS Y APARATOS

Reactivaos

- Disoluciones de 2-sulfoetilbiguanida (sintetizada a partir
de l-cianoguanidina, taurina, sulfato de cobre y NaOH).

-~ Disoluciones de digluconato de clorhexidina, preparadas a
partir de una solucién madre del 20 % donada por ICI FARMA.

- Disoluciones de distintas biguanidas preparadas a partir
de los s6lidos : clorhidrato de clorhexidina (ICI FARMA),
clorhidrato de proguanil (ICI FARMA), clorhidrato de met-
formina (CEPA) y clorhidrato de moroxidina (FUNK SA). La
rigueza de los productos de partida se evalua mediante va-
loracién con HClD4 en medio acético glacial, siendo res-
pectivamente 99,30 % (dsr 0,3 %), 99,80 % (dsr 0,4 %) ,
99,80 % (dsr 0 4 %) y 99,70 % (dsr 0,4 %).

- EDTA-Na2 (Merck, R A), la disolucién se valora frente a
Caco, (Merck, R A). .

- Disoluciores de Cu(Acetato)2 (Merck, R A) , Cuso, (Merck,
RA)y Cu” (Merck, R A) valoradas con EDTA-Na2 utilizando
como indicador murexida.

- Sacarosa (Baker), &cido ascérbico (Merck), banzocaina (Prg
bus) y &cido acetilsalicilico (obtenido a partir de 4cido
salicilico, Probus, y anhidrido , Baker).

- Disoluciones acéticas de violeta cristal (Merck, para micros
copia), violeta de metilo (GrUbler, indicador), pGrpura de
bromocresol (Gribler, indicador), verde de malaquita ( Rie-
del, para microscopia) y 0.0 Tropaolin (Gribler, indicador).
Amarillo de neozapon {Basf) y azul de timol (Griibler, in-

dicador.
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Ftalato &cido de potasio (Merck, R A).

Disolucién acética de Acetato de Hg(ﬁl) al 5 % (Merck, R A)
Disolucién de HClG4 (Panréac, puro)?en medio acético gla-
cial valorado potenciometricamente frente a ftalato &cido
de potasio; |

Disoluciones de naranja de metilo (Riedel, indicador), azul
de timol (Riedel, indicador), verde de bromocresol (Merck,
indicador) y plrpura de bromocresol (GrUbler, indicador).
Disoluciones de agentes tensioactivos de distintas proceden
cias. Triton X-100 (Probus).

Disoluciones de &cidos, bases y otros reactivos de diversas

calidades,

Aparatos

Espectrofotémetro Shimadzu U V-240, provisto de cubetas de
cuarzo, plédstico y vidrio de 1 cm de camino Sptica.
Potencidmetro CRISON 517 provisto de electrodo combinado
de vidrio Methrohm EA 120.

Potenciometro CRISON 501 provisto con electrodo de vidrio
Radiometer G202B y electrodo de calopelanos con metanol
saturado en KCl preparado en el laboratorio.

Autobureta Radiometer ABU 80 con pistén de 2,5 ml.
Rotavapor BUCHI R110.

Conductimetro CRISON 522 provisto de celda conductimétrica
Metrohm EA-608.

Bomba de flujo continuo LKB.

Colorimetro Perkin-Elmer, Boleman 55.

Unidad de dilucidn automdtica Tecator 5020; tubos de reac-
cién y de bomba de la misma procedencia.

Registrador Unicam 45 AR
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IT.2.1.- CONSTANTES DE ACIDEZ DE LA 2-SULFOETILBIGUANIDA

La sintesis y purificacidén de la 2-sulfoetilbiguanida se rea-
liza de acuerdo con el procedimiento’ (44)

Una mezcla homogenea formada por 2.28 g de l-cianoguanidinra,
5.28 g de taurina, 2 g de sulfato de cobre pehtahidratado-y 20
ml de hidroxido sOdico 1.25 N se calienta hasta fusidn y se man-
tiene fundida durante una hora a 1302C agitando periodicémente.
Al fundido y en caliente se le afiaden 40 ml de agua destilada y
20 ml de NH, (c). Se obtiene una disolucién azul y un precipita-
do rosa, este precipitado una vez filgrado y lavado con agua, se
disuelve en HZSOA (c). se afiaden unos 10 ml de agua y a través
dg esta disolucidn se pasa corriente de SHZ. Una vez separado el
precipitado de CuS, saobre la disolucidn incolora se pasa corrien
te de N2, para eliminar el exceso de 5H2 que pueda haber disuel-
to en la disolucidn. Se.basifica el medio con NH3 hasta pH apro-
ximadamente 9 y se concentra en vacio y a 602C hasfa reducir su
volumen a la tercera parte., La adicidn de etanol provoca la pre
cipitacidn de un sdlido blancﬁ cristalino. Dicho sflido se puri-
fica mediante recristalizacidén en agua caliente.

Se constata la naturaleza del producto obtenido con la rea-

lizacién de andlisis por combustidn y la obtencién del espectro IR

por la técnica de inclusidén en KBr.

Los resultados obtenidos en el andlisis elemental de la sus-
tancia,se musstran junto con los valores calculados para el reac-

tivo 2-sulfoetilbiguanida en la siguiente tabla:

ANALISIS ELEMENTAL % C % H % N % S % O

Valores calculados 22,01 5,54 32,08 14,69 25,66

Valores hallados 22,01 5,22 32,08 14,64 26,07

Error absoluto - 0,32 0,02 0,05 0,41
-4 -3

Error relativo - 0,06 6 10 310 0,02

TABLA 4
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El espectro IR del producto obtenido se presenta en la figu-
ra 4 y contiene las caracteristicas que se exponen a continuacién:

Una amplia bandayentre 3500 y 2900 t:m"-1 que incluye picos a
3440 cm-1 correspondientes a las tenéiones 0-H del agua de crista-
liiacién, a 3380, 320C y 3120 t:.m—1 correspondientes a las tensiones
N-H de los grupaos aminos primarios, secundarios e iminos. La posi-
ble banda de tensidn C-H de los grupos —CH2 gueda incluida en di -
cha zona, entorno a 3000 cm—l.

El grupo de bandas intensas a 1680-1650, 1620 c:m-l se debe a
las tensiones C=N de los grupos iminos. Dichas_bahdas aparecen. des
plazadas a frecuencias mayores, lo gue es de esperar por la influen
cia de los N unidos al C, indicando con ello la existencia de gua-

nidas.

—1 ' d .4
El pico a 1550 cm puede atribuirse a la deformacién de los
grupos aminos primariocs y, en especial, a la flexidn de los corres

pondientes enlaces N-H.

A 1470-1430 cm-l se aprecia la banda de deformaecidn asimétri

ca de los grupos —CH2-.

El grupo de picos a 1200, 1180, 1160 y 1020 t:m-l es atribui-
ble a las vibraciones de tensidén del grupo 5=0 de la agrupacidn
-SDBH. En estas mismas zonas se encontraréan las distintas tensiones
C~N y sus acoplamientos.

» "1
Aparece una banda débil a 900 cm que puede deberse a las

vibraciones de tensifn S-0 de la agrupacidn —SDBH.

-1
A 770 cm aparece una banda ancha cue puede ser dehida a
las vibraciones de flexién fuera del planoc del grupo N-H de la

agrupacidén amina primaria.
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Atendiendo a los resultados expuestos, la formula del reac-
tivo es:

HSOS—CHZ—CHZ—NH—E—NH—?-NH

. 1/2 H20
N4 NH

2 .

I1.2.1.1.-METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Método

Se procede a la determinacién de las constantes de acidez de
la 2-sulfoetilbiguanida, utilizando los cambios observados en los

espectros UV-V al variar el pH del medio.

Para ello se preparan diferentes disolucioneé del reactivo
4 10.5 M , ajustando el pH a valores diferentes y la fuerza idni-
ca a 0.50 M con KC1l. E1 volumen final de las disoluciones es de 50
ml. Se establecen potenciométricamente los valores de pH y se regis
tran los espectros de absorcién a 259C, leyéndose los valores de

absorbancia a 232 nm.

Con los resultados obtenidos se aplica el método de los pro
medios ( 1gg varieante del método de Strentr&n-Goldsmith (180 ), Pa-
ra su aplicacidn se reguieren los valores de absorbancia de las di
soluciones del reactivo a diferentes pH y a una longitud de onda
fija, en la que, los coefigientes de extincidn de la especie &cida
y la bésica implicadas en el equilibrio de disociacidn, sean nota-

blemente distintas:

A partir de la definicidn de constante de eguilibrio:

AT el H

= (1)
A c
I “HA
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c = CA‘+'CHA (2) siendo c la corcentracidén analitica-

de la 2—sulfoetilbiguanida

((b =1 cm) (3)

:=E +
A=Eient B

y teniendo en cuenta que:

i = A =
1) si A c méx EZC (4)
i = - = 5
2) sic,.. =¢c Amin E.c (5)

se cbtiene la expresidn

Amdx - A
K = -K—:—Z;;;—-fHﬂ (8)

tomando logaritmos en la expresién (6) se cbtiene:

Améx -A

log K = log ——2X 7R
g °9 A~ Amin

« logiHtl  (7)

de cdonde:

Améx - A

PR = PR = 109 TRt

6 pK = pH - log R (8)
La expresidn (6) para cada velor de pH y A es de la forma :

= - 9
pK, = pH, - log B, (9)

y el valor de pK viene dado por el promedio

PK = JE—ESE--- (10)

Resultados

Se presentan los espectros obtenideos en la figura § y los
valores de la absorbancia a 232 nm en la tabla 5 . Asi mismo, los

valores de pH y log R se dan en la tabla 6 .

La posicidén e intensidad de las bandas de absorcidén que pre-
senta el reactivo en el UV, cambhia al variar el pH del medio. En

lja figura 5 se observa que para el intervalo de pH de 0,242 -
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1,550 la 2-sulfoetilbiguanida presenta una banda a 210 nm; entre
pH 1,550 - 3,094 aparece.una banda a 200 nm y un hombro a 232 nm.
Este hombro se convierte en banda en el intervalo de pH que va de
3,206 a 5,204, haciéndose mdxima la absorbancia a 232 nm y desapa-
reciendo la banda a 200 rm. Entre pH 8,305 y 12,299 aparece un méa-

ximo a 232 nm y una banda de madximo variable alrededor de 200 nm.

Este ccmportamiento confirma, a grosc modo, el carecter diba
sico de las biguanidas con valores de pK cque oscilan entre 2-3 y

10-12.

También reflejan los espectros la presencia de otra disocia-
cidén &cidc-base, debida al grupo -803H de la 2-sulfoetilbiguanida

con un valor de qu inferior a 1,55.
Ci .

Los equilibrios de disociacién &cido-base de la 2-sulfoetil-
biguanhda, deducidos de la observacidén de las experiencias prece-

dentes son:

- +
—CH_— ~CH_~NH-C—~NH-C~ H
H0,,5~CH~CH,, NH-%-JIEH-E}-Fsz 0,8-CH,~CH, NH-Rl NH-C-NH,, +

2 2 a3 2 T2 .
- e g i !
0,5-CH,,=CH~NH-G-NH-G~NH, >  ~05~CH_~CH_-NH-C-NH-C-NH,, +

NH. NH. K NH.  NH
2 2 a2 2

- - +
—CH_~ — — ~CH_— H
0 S—CH2 CH2 NH—% _I?J_H-'C‘} NHZ_,, [338-CH2 CH2 NH—%—NH—%—NH +

3 2
NH NH NH NH
2 Ka1

Debido a las caracteristicas espectrales observadas y con los
valores de absorbancia leidos a 232 nm, Gnicamente se puede cbtener
el pKa correspondiente a la segunda protonacidn del grupo biguanida
(pKaz). Aplicando las ecuaciores (9) y (10) se propone el valor de

‘3,2 ¥0,2 para dicha constante.



v(ml) de HC1 0,926 M

27,0
23,0
21,0
17,0
11,0
9,0
7,0
5,0

.3,0

v(ml) de NaHSO* 0,500 M vfrrl& NaZSO

9,1
3,6
m2,1
1,3
0,95
0,70

0,50

v(ml) de HAcO
1,000 M

1,00

’

~ N~ 0~

~

~ 0~ ~
OOOOOOOOOOOOLOH

~ 0~ 0~

UL oo oo oo oo

~

v(ml) de KCl 0.926 M

v (ml) de NaAcO
1,000 M

0,30

0,43
0,54

0,69
0,87
1,10
1,75
2,8
4,4
7,0
11,0
17,5

4,0

6,0
10,0
16,0
18,0
20,0
22,0

24,0

13,2
15,2
15,8
16,1
16,3
16,4

16,4

v(ml) de KCl

1.000 M

1,000 M

25,0
25,0
24,7
24,6
24,5
24,3
24,1
23,9
23,3
23,3
22,2
20,6
14,0

7,5

A(259C, 232 nm)
0,028
0,028
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,030

0,033

A(25BC, 232 mm;

0,040
0,060
0,079
0,102
0,125
0,156
0,226

A (25sC,232nm)

0,347
0,379
0,393

0,435
0,454

0,489
-0,506
0,521
0,545
*0,565
0,575
0,575
0,575
0,575
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PH
0,242
0,335
0,438
0,532
0,752
0,845
0,958
1,103
1,325

PH
1,641
2,085
2,326
2,547
2,668
2,830
3,094

pH

3,206
3,366
3,400
3,550
3,653
3,760
3,851
3,948
4,157
4,363
4,570
4,780
4,987
15,204

Tabla 5 .- Valores de absorbancia a distintos pH

de la 2-sulfoetilbiguanida.
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Figura 5 .- Espectros UV de la 2-sulfoetilbiguanida a diferentes
valores de pH, desde 0.242 a 1.262. (ver tabla 5)



pH A(232 nm ) log R

1.325 0.033 -1.889
1.€41 0.040 -1.582
2.085 0.060 -1.180
2.326 0.079 -0.971
2.547 0.102 -0.794
2.688 0.125  -0.658
2.830 0.156 -0.508
3.0%4 0.226 -0.242
3.206  0.347 0.149
3.366 0.379 0.256
3.400 0.393 . 0.305
3.560 0.435 0.4€6
3.653 0.464 ' 0.5%6
3.760 0.489 0.731
3.851 0.506  0.842
3.948 0.521 0.962
4.157 0.545 | 1.238

Tabla 6.- Aplicacién del método de los promedios
para la determinacidn del pKa2 de la 2-sulfoetil
biguanida.
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- IT.2,1.2.— METODO POTENCIOMETRICO
Método

S5e procede a la determinacidn de las constantes de acidez de
1a 2-sulfeoetilbiguanida, por la valoracién con hidréxido poﬁésico,
de una disolucidn de biguanida con &cido clorhidrico. Se miden los
valores de paotencial despues de la adicidn de pegquefios incrementos
del valorante. Le disolucidén a Qaldrérrée mantiene termostatada con

corriente de agua en una celda termostatada.

Previamente se procede al calibrade de los electrodos median-
te el método de Gran (180), valoréndose 20 ml de HCl 0,0598 M (I =
0.500 M en KC1) con KOH 0,4984 M (I = 0,500 M en KC1).

Las valoraciones potenciométricas se llevan a cabo a 21,3t
0,19C sobre 20 ml 6,0322 10_3 M en biguanida y 0,0598 M en HC1
(I1=0,500 M en KC1) utilizando como valorante KOH 0,5000 M. Parte
del 4cido es consumido en la segunda protonacién del grﬁpo biguani-

da y protonacién del grupo -S0_H, utilizéndose el exceso restante

3
en el calibrado "in situ" de los electrodos.

A los resultados obtenidas en las citadas valoraciones se a-
plican diferentes métodos de cdlculo, que han diferido segin que
los diversos equilibrios de disociacién se considere que tuviesen

lugar de forma simultédnea O6independientemente.
Ecquilibrios independientes:

Se aplica el método analitico (180), el valor de pK viene
por la siguiente expresidn:
HA
PK = pH+ log z= (11)
- < /h = h
v (HD+AD) Hov, + (vD+vt)(Kw/ )

pK=pH + log "o t t
- - h
R Hov, + (vo+vt)(h Kw/ )

(12)
t't '



- 87 -

siendor
vc.-volumen inicial
vT.—volumEn afadido de base
HT.—concentracién afiadida de base
AD.—concentracién de soluto

H .-concentracidn de &cido fuerte
o
Equilibrios simulténeos:

Se aplica el método de Speakman (181), que considera ademéds
de las constantes correspondientes a los dos equilibrios invelucra
dos, uma funcidn A, que indica la razdén de pmrotones ligados al a-
nién del &cido respecto a la concentracidén amalitica de dicho dci-
do:

Kk h(1
= Kafae ~ Raq =2 (13)
n n

Esta expresidn puede asemejarse a una recta dle pendiente (—Kl) y

de crdenada en el origen (Kle).

Resultados y discusidn

El calibrado de los electrodos mediantes el método de Gran (
tabla 7 ) , ha permitido obtener el valor del producto idnico del
agua en las condiciones de trabajo, resultandlo ser:

e g0
K, = g = 13,845 (I = 0,500 M, 21,3°C)

gue coincide con el de la bibliografia en lass ccndiciones de traba
jo. Este calibrado ha permitido comprobar quee el potencial de unidn
liquida del electrodo de referencia, permanece constante durante

las valoraciones.

La curva de valoracidén pH-ml de KOH de 1la 2-sulfoetilbiguanida

estd constituida por un (nico salto, gque inclluye tanto la valoracion
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del exceso de HCl como las desprotonacicdnes correspondientes al

grupo sulféxido y grupos iminos.

Los datos cbtenidas en la valoracidn se dan en las tablas 8
y 9 . Se aplica 21 método analitico para el cdlculo del pKa;,
ya que éste corresponde a un equilibrio independiente,vsegﬁn.ée
deduce de las curvas (f,pH). Los valores de pKa% y pKa2 se en -
cuentran lo suficientemente prdximos,como para tener que aplicar
necesariamente aquellos métodos que consideran simultédneamente

ambos equilibrios de disociacién (Método de Speakman).

Los resultados cbtenidcs para pKa3 y pKaz2 son: 0,85 y 2,97
y para pKal 11,38 a 21,39C y fuerza idnica 0,500 ‘M-en KCl. Se
han realizado dos valoraciones mds que conducen a las mismos re-

sultados.

Con estos valores obtenidos se concluye que, en disolucidn
y a pH inferiores a 0,85 predomina la especie diprotonada SBH2+,
entre pH 0,85 y 2,97 el idn monovalente SBH;, en el intervalo de
bH 2,97 a 11,38 la forma 5BH y a pH superiores a 11,38 la especie

aniénica SB . El caorrespondiente diagrama logc-pH se representa

en la figura g .



Voo pag (1) E (mv) 9(E) - v, x 107 %02
20,023 332,0 10139032
20,181 a3g, 1 9479032, 0
20,459 26,3 8268250, 2
20,748 321,9 7045374, 4
21,021 317,0 5880154,9
21,240 312,4 4952815, 0
21,404 308, 3 4243711,0
21,583 303,2 3457307,4
21,768 296, 6 2716679, 8
21,899 290,7 2164061, 7
22,005 284,6 1708266,9
22,108 277,1 1275436,7
22,183 269,5 947555, 1
22,250 260,2 657840, 2
22,319 ‘ 245,3 365974,9
22 371 221,8 144771,1

ZONA ACIDA

v (m1) E"(mV) g(E) = v, x lD-E/SB’2
total t
22,439 —203,4 70121,5
22,444 -209,3 90346, 5
22,443 -214,7 109698, 4
22,454 -218,6 128028, 7
22,460 -223,0 152414, 0
22,465 -226,5 175089, 0
22,470 -229,3 195643, 6
22,475 _232,0 217747,9
22480 -234,2 237602,7
22 485 -236,3 258301, 5
22,490 —238,5 281791, 3
22,495 -240,4 303857,7
22,497 -241,1 312418, 2

ZONA BASICA

Tabla 7.- Calibrado de los electrodos mediante el
método de Gran.
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xlmt) L L] X X
0.152  4.310 x 107> 1.2477 -9.548 x 10>  1.355 x 1070
0.155 4.657 x 107>  1.2412 -9.128 x 10>  1.349 x 1a
0.289¢  4.444 x 1070  1.2181 -7.957 x 10>  1.258 x 10
0.401L 4,171 x 1070  1.1962 -6.842 x 10>  1.169 x 10~
0.535 3.324 x 107>  1.1318 -5.382 x'10°  1.012 x 10
0.583  3.450 x 1070  1.1628 —4.932 x 10  3.a9 x 10"
0.806 3.150 x 107>  1.1393 -3.351 x 100  7.495 x 10
0.945 2.808 x 1070  1.1197 -3.002 x 10  6.201 x 10—
1.038  2.535 x 1070 1.1031 -2.416 x 10>  S.e31 x 107
1.101 2.435 x 10>  1.C889 -1.988 x 10> 4.963 x 10
1.242  2.096 x 1072  1.0747 -1.457 x 10  3.781 x 10~
1.294 1.975 x 1072  1.0833 -1.176 x 10  3.435 x 10>
1.392  1.747 x 107>  1.0052 -7.355 x 10~ 2.788 x 10
1.487 1.527 x 1072  1.0293 —4.3a7 x 10~ 2,199 x 10
1582 1.356 x 1070 1.0laa -1.925 x 10 1.787 x 107
1.621 1.22a x 10>  1.0009 -1.100 x 100 1.43a x 10>
1.853 1.131 x 10>  0.5897 1.177 x 10  1.305 x 10
1.71S  1.040 x 102 a.97sa 562 x 1070 1.c8a x 107¢
1.765 9.058 x 10  Q.9%8a  3.932 x 10  8.918 x 1072
1.828  7.702 x 10  0.9a422  4.725 x 10>  6.260 x 107>
1.855 7.144 x 10  0.9297  5.402 x 10> 5.376 x 1070
1.504 6.123 x 10  0.5091  6.122 x 10~ a.ac8 x 107>
1.969 4.348 x 10  0.2686  7.33a4 x 10> 3.081 x 1070
2.005 4,139 x 10 0.8473  7.458 x 100  2.330 x 107>
2.033 3.632 x 10  0.8228  7.822 x 10~  1.887 x 107>
2.054 3.251 x 10 0.8048 7.685 x 1070 1.570 x 10°°
2.096 2.55a x 10~ 0.7573  8.185 x 10 1.070 x 107>
2.133  1.9%8 x 10 0.7051  8.358 x 10~ 7.33a x 10
2.158 1.686 x 10  Q.6821  8.502 x 10°°  5.€08 x 1070
Y = 1.511 % 107 - 1.41a x 1077 x (r=0.59=0)

Tabla 8.- Aplicacién del método de Speakman para la determinacidn
del pKal y pKa2 de la 2-sulfoetilbiguanida.
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v{ml

2.473
2.479
2.484
2.48¢
2.494
2.499
2.503
2;507
2.512
2.518

ch

——

-4
7.794 x 10

8.536
9.023
g.£88
1.036
1.093
1.153
1.209
1.2€3
1.324

X

x

-4
10
10

-4
10

pK=1log 3 + gH

11.356
11.37
11.36
11.37
11.38
11.38
11.39
11.40
11.39
‘ 11.28

Tabla 9.- Aplicacién.del método analitico para la
determinacidn del pKa3d de la 2-sulfoetilbiguanida.



logC
SBH SBH SB
-2
SBH2+
-6
-8
-10
2 6 10 PH

Figura 6 .- Diagrama logC-pH para la 2-sulfo-
etilbiguanida.

922 -
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C o IT.2.2.- Kﬁs DE Cu(II) - 2-SULFOETILBIGUANIDA

La adicién de la 2-sulfoetilbiguanida a una disolucién de Cu(II)
da lugar a la formacién, de un sélido de color rosa si el pH estd
comprendido entre laos valores 4,3 y 12,4. A valores superiores de

pH, dicho sd6lido desapare dejando una disolucidn de color rosa.

El andlisis del precipitado rosa revela que su férmula mds 1,
probable es CU(C4N5H10803)2'2 HZD’ con el 4dtomo de cobre enlazado
al grupo biguanida por los grupos iminos. Este precipitado si se sg
mete a calefaccibén no pierde peso hasta alcanzados los 842G, donde
tiene lugar la deshidratacidn. La forma anhidra es estable hasta

unos 2609C, donde comienza la destruccidn del ligando dejando un

residuo formado mayoritariamente por Cu20.

La aplicacién de la conductimetria a disoluciones de Cu(II)
valoradas con 2-sulfoetilbiguanida, en medio amoniacal, da una es-—
tequiometria 1:2 para el complejo, estequiometria que se corrobora
mediante la realizacidén de una valoracién espectrofotométrica de

biguantda, no consumida por el Cu(II) y que gueda en la disolucidn .

ALY
: 3

sobrenadante (44 ). B

Método

El cdlculo del producto de solubilidad del precipitado Cu(II)
~-2-sulfoetilbiguanida se ha llevado a cebo mediante la utilizacidn
del método de solubilidad (180 ), procedimiento indirecto gue con—
siste en suspender el precipitado en una disolucibdn que contiene un
agente complejante del catién, determindndose el contenido en Cu(II)
de la disolucidn sobrenadante periodicamente, hasta la obtencidn de

un valor de concentracién constante para tiempos sucesivaos.

Se ha utilizado como agente complejante del Cu(II) la sal di-

sddica del &cido etilendiaminotetraacético (Na2YH2), por formar un
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complejo de estabilidad alta. Las condiciones de acidez del medio
son las adecuadas, para que la concentracidn de ién metdlico pre-
sente en solucibn sea la conveniente para su posterior medida cuan

titativa, realizada por espectroscopia de Absorcién Atdmica.

Para ajustar el pH del medio se utiliza el tampdn NH481/NH3
-2
(pH=8,850), la concentracién de Na,YH, es 1,769 10 ~ M y la fuer-
za ibnica del medio se calcula del siguiente modo:

Los equilibrios a tener en cuenta para la especie AEDT son :

2- 3- +

H Y™ == HY' + H pK = 6,16
3— -
HYS &= Y©oaow pK = 10,22
Luego .
v 0,01769 5 (14)
14— .
-10 -16,38
10 10,22 10 7’
a— 1y¥
[ 1Y = (15)
-10
10710:22
o= 1uy"] n
leY [ = =—————————- (16)
1976116

La concentracién de la especie amonio vendrd dada por la expresién

0,06923

NHY | = (17)
| 4' 3,981 1010

h

1+

La fuerza idnica del medio se calcula a partir de la expresidn:

I=1/2( 2|Naﬂ4011+|NHZI+1elY47-»9IHY31-+4|H2Y21+40H';) (18)

Las experiencias se han realizado termostatando a 20%12C y
con agitacién constante. Se determina la concentracién de Cu(II)

de la disolucidn por Absorcién atémica ( tomando una alicuota de



- 95 -

‘la suspensidn, centrifugando y pipeteanda dos ml de la solucién
sobrenadante, que se diluyen convenientemente) cada cierto periocdo
de tiempo, 1-48 horas, hasta llegar a una concentracién constante,
lo que indica que se ha alcanzado el equilibrio en el sistema

Cu(II) - 2-sulfoetilbiguanida - AEDT.

Los patrones para absorcién atdmica se preparan partiendo de
la misma concentracidn de Na2H2Y, NH3 y NH4C1, y realizando las
mismas diluciones a las qyie se someten las muestras problemas.

Resul tados

La fuerza ibnica del medio, calculada con los valores de las
expresiones (14), (15), (16), (17) y sustituidas en la (18), da
un valor de 0,133 M, para unas concentraciones iniciales de

NaH,Y 0,0177 M, NH,Cl 0,0127 M y NH, 0,0565 M.

22 3
Los resultados obtenidos se dan en las tablas 10 y 11 .
De las experiencias realizadas se deduce que el sistema alcanza el

equilibrio a las 43 horas y que la concentracién de Cu(II) que e-

xiste en la solucién es de 1,036 1872 m.

Teniendo en cuenta los resultados cbtenidos y los siguientes

equilibrios a considerar a pH 8,850 :
2= - 3=
Qu(sa)2 2HO  + Na_HY = 2 HSB + CuY + CuHY +CuOHY™

2+ 4-
CuY™ & Cu + Y pK = 18,79 (I=0,1 M KCl1)

2- - 3-
CuY + OH & CulOHY pK

-2,40 (I=1M NaClDa)

2+ 3- -
Cu + HY 2 CuHY pK

12,03 (I=1 M NaClDd)

y teniendo presente el siguiente esquema :
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Cu(sB),2H,0 AEDT libre "HSB Cu(II) en solucién
c. o5 0,0177 - -
1
. /
cg s 0,0177-c . 2c c

se puede plantear el siguiente desarrollo:
2+ 2 —— 3-
leu Houy Mouny J#Hcuory™ "1 = ¢

luego

2-!-‘= c
aﬁ'l _,h R oh™ )  (19)
- -22.3 -
LD 18,8 10 23 g 21’%

\Cu

1+ 1y

y tenienco presente que

0,0177 - ¢ = F4*1+F3Y—l*P2Y2—P*H3YrI*54“

| o 0:0177 - c

2 3 4
h . h 4h h

+
-10,2 . -1€,4 _ _-19,1

1+
10 10 ~21,0

10 10

y siendo lcs eguilibrios de la 2-sulfoetilbiguanida.los sefialados
en el apartado anterior, la concentracidn de ésta wendrd dada por

la siguiente expresién :

2‘0‘ -~
[HSBI = N E 3 : (z0)
' T ¥ 2,97 0,85
h 1072097 107597 1970
, + 2
y cémo Kps =|0u2 ||HsB | (21)

Sustituyendo en (21), (20) y (19) para un valor de pH de 8,850 y
: -2
y una concentracién de Cu(II) de 1,036 10 M, obtenemos un valcr

de pKs de 20,62 para una fuerza iénica de 0,133 M.
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A) Recta de calibrado : dilucién 1/25

*
ppm Cu(II) Absorbancia
0 0,005

0,106

0,205 ‘ 5 .
A = 9,429 10 4+ 9,663 10 ppm
r = 0,9996

1
2
3 0,306
a 0,398
5

0,486

B) Recta de calibrado : dilucién 1/125

ppm Cu(II) Absorbancia™®
0 0,005
1 0,105
2 0,202
-3 -2
A = 9,429 10 + 9,483 10 ppm
3 0,298
r = 0,9997
a 0,391
5 0,478

C) Recta de calibrado : dilucidén 1/250

ppm Cu(II) Absorbancia ¥

0 0,009
0,117

1

2 0,219 5 1

3 0.320 A =1,424 10 +1,006 10 ppm
! r = 0,9998

a 0,417

5 0,514

# La absorbancia es el valor medio de diez lecturas, realizadas 5
antes cde pasar la muestra y cinco después.
Tabla 10.- Curvas de calibrado para la determinacién de Cu en el
sistema Cu(II)-2-sulfoetilbiguanida-EDTA.
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tiempo (hr) aiIucic-m Absorbancizd éZin‘i:nadas Zzn;in:iizi:;
1 1/25 0,115 1,09 *4,299 1074
2 1/25 0,220 2,18 8,574 1074
3 1/25 0,306 3,07 1,208 1070
5 1/125 0,106 1,02 2,003 107°
7 1/125 u,152 1,50 2,958 1070
8 1/125 0,168 1,67 2,290 o0
18 1/125 0,387 3,98 7,833 1070
24 1/125 0,426 4,39 8,642 107°
a2 1/250 0,280 2,64 1,040 1072
43 1/250 0,279 2,63 1,036 107
48 1/250 0,279 2,63 1,036 10°°

¥ Media de 5 lecturas

Tabla 11.- Determinacién de Cu en el sistema

Cu(II)-2-sulfoetilbiguanida-EDTA,
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IT.2.3.- VALORACIONES CDNDUCTIMETRICAS DE BIGUANIDAS
T EN PRODUCTOS FARMACEUTICOS
- II1.2.3.1.- ENSAYOS PREVIOS

Cuando a una disolucién de clorhexidina 6 proguanil se la a-
Aiade Cu(IT), en medioc amoniacal & alcalino tiene lugar la aparicidn
dle un, precipitado rosa de aspecto coposa, En el caso de la chlorhe-
x:idina el pH de precipitacidn 60 puéde ser superior a 11,00, puesto
gjue se forma un s8lido blanco que corresponde a dicha biguanida en
siu forma de base libre. Laos valores de la estequiometria de estos
ciomplejos son 1:1 y 1:2 (Cu:biguanida), respectivamente. En estas
mismas condiciones la metformina y moroxidina forman complejos so-
l.ubles tambien de color rosa, cuya estequiometria es 1:2. Ambos

t:ipos de complejos se disocian en medio dcide ( 1 ).

- Be pretende utilizar dichas reacciones como medic de deter -
miinacién volumétrica de biguanidas, siguiendo la reaccidén por me-
diidas conductimétricas. Con este objeto se realizan una serie de
vialoraciones previas de las citadas biguanidas, utilizando tres di
sioluciones cipricas como agentes valorantes: nitrato, acetato y-

s;ulfato.

No se cbserva cambio de pendiente cuando se utiliza nitrato,
diebido quizd a la forma de preperacidn de éste, que se ha ocbtenido
diisolviendo Cu(0) con HNO,, (c) y eliminando el exceso de &cido por
eibullicidn de la soclucidn durante 185 mn; Si se observan cambios de

piendiente para el caso del sulfato y acetato.

Miétodo general

Se realizan una serie de mediciones conductimétricas scbre
lia reaccidn de Cu(IIl) y las biguanidas: clorhexidina, proguanil,
metfecrmina y moroxidina; con el fin de establecer y prcponer un

miétodo sencillo de valoracidn de éstas.
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Para ello se preparan distintas disoluciones de las biguani
das que se valoran con disolucidn patrén de Cu(II), en diferentes
" condiciones ambientales. Se hacen variar factores tales como: pH,

presencia de NH,, presencia de etanol, anién del Cu(II) y concen-

3!
" tracién, en orden a fijar la optimizacidn de las mencionadas reac

ciones,

Las disoluciones de las respectivas biguanidas se prepara -
raon a partir del sélido cristalino secadc scbre silicagel a tem-
peratura ambiente, y por pesada de le cantidad necesaria, que pos
teriormente , se disuelve en agua destilada ( en calierte para el
caso de la clcrhexidina). Una vez aforado convenienterente se pi-
petean alicuotas y se procede a realizaer la valoracién. Las bigua
nidas se determinan generalmente con HClO4 en medio acético glacial
‘potenciométricamente, utilizando electrodo de vidrio y calomelanos

en metanol saturado en KC1 (182).

Las disoluciones valorantes de Cu(II) se preparan a partir

de CuSDa 5H_O y BuAcz; y se valoran posteriormente con AEDT en

2
medio amoniacal a pH 8,00, utizando como indicador murexida.

Los valores de conductividad se obtienen con un conductime-
" tro Crison 522, digital, cuya gama de escalas va desde 20 ns (re-
solucién 0,01 ps) hasta 200 ms, prcvisto de una célula conductimé-

trica Metrohm, modelo EA-608.

Simultédmeamente con las mediciones conductimétricas, en la
mayoria de experiencias se obtienen medidas potenciométricas del

pH, en order a facilitar la discusién de los resultados ccnseguidos.

La evaluacién de estos resultados se basa, por un lado en Im
conocida estequiometria de la reaccibn implicada y, por otro, ade-

mis dek método gréfico de representacidn de conductividades frente
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a los volimenes de reactivo, se utiliza' el método matemdtico de
LITEANU Y CORMOS (183), basado en trazar la curva éptima, la mds
probable, con los puntas éxperimentales obtenidos. Por ello y uti
lizando el método de minimos cuadradas se calculan los coeficien-
tes (pendiente y ordenada en el Driéen) de las dos rectas. De es-
ta forma, el punto de equivalencia determinado representa el va-
lor mds probable, refleja las condiciones de trabajo y puede ser

considerado como una media aritmética.

Er ambos casos, método gréfico y matemdtico, los valores com
putados no son los leidos directamente en el conductimetro, sino
los obtenidos al realizar la correccién por dilucién, multiplican
do cada medida de conductividad por la relacidén volumen total a

volumen inicial.

Resumiendd, los objetivos de este apartado consisten en po=
ner a punto un método sencillo de valoracidn de biguanidas en me-

dicamentos que se encuentran en el mercado farmaceutico espafiol.

El esquema de trabajo seguido y que se expone a continua -
cidn consta de los siguientes puntos:
- Influencia del pH, presencia de NH3
a) Utilizando Cu80, como valorante
b) Utilizando CuA02 como valcrante
~Influencia de la concentracidén de etancl en el caso de la clorhe-
xidina y proguanil

a) Utilizando Cus0, como valorante

b) Utilizando CuA02 como valorante

Influencias de las concentraciones de reactives

\' rd
Estudio de la exactitud y reproducibilidad del método

|

- Estudio de interferencias

Apliceciones a preparados farmaceuticos.
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El estudio de los distintos parametros experimentaled se
divide en dos grupos; cuando la reaccidn Cu(II)—biguanida lleva
a la formacién de productos insolubles (clorhexidina y proguanil)

y cuando el complejo formado es.soluble (moroxidina y metformina).

IT.2.3.2.— INFLUENCIA DEL MEDIO
Métoda

Les valoraciones conductimétricas se llevan a cabo del modo,
habitual, en habitacidn termostatada a 25*12C. Las lecturas de con
ductividad se realizan 2 mn despues de adicionado el ccrrespondien
te vclumen de disolucidn clprica. E1 volumen inicial es de 60 ml,
el amoniacc utilizade 0,2 M y el hidréxido sédico 0,01 M. No se
estudian valores superiores de temperaturas en la valoracibn, pues

to gque la mayoria de los medios ensayados contienen amdniaca.
Resultados
a) COMPLEJOS SOLIDOS

Variacidén de pH y presericia de NH

3

Las tablas1l2 y 13 vy las figuras 7 y. 8 muestran la
influencia del pH y presencia de amoniacc en la valoracidn del
digluconato y clorhidrato de clorhexidina, cuando el valorante

utilizado es CuSDa,en medio amoniacal.

La reaccidn que tendrd lugar antes del punto de eguivalencia

cuandc en el medio existe NH3 serd:
2+ -

2+ Cu“,. NH_, SO +
+ ! 3’ 4 +
BH2 2 NH3 . > 4CuB 2 NH4

A medida que avanza la reaccidn, la concentracién de idn amg
nio va en aumento, debido a que la biguanida libera protones gue
consumen NH3 del medio de- la valoracidn. Esto explica la disminue

cién del pH que se observa en los puntos correspondientes al pri-
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mer tramo de las valoraciones realizadas. Como resultado se obtie-

nen rectas con pendiente positiva.

Pasado el punto de equivalencia el pH aumenta ligeramente,
debido a que no hay liberacién de hidrogeniones al haber finali-
zado la reaccién con Cu(II). Las variaciones de pH que se observan
en las valoraciones no son bruscas, ya que @l medio estd tampona-
+, Decspues del punto final el aumento

a4
2+
de conductividad se debera a la adicidn de la especie Cu(NH3)4,

do por las especies NHB/NH

danda una recta de menor pendiente en este segundc tramo.

Al aumentar la concentracidén de amoniaco en el medio de va-
loracién se observa una disminucién de ambas pendientes (primer y
segundo tramo de la valoracién), y esto se deberd a la mayor con-
centracién de electrolito de fondo, pof lo gque los cembios en la

concentracidén de ién amonio se notaran menos.

Si en vez de afiadir amoniaco en el medioc de la valoracidn se
afiade NaOH (curvasIVyV de las figuras 7 y 8 ), los resulta-
dos obtenidos son similares, ya que los valores y variacidn de pH

son muy parecidos y el NH:3 estd presente en la disolucidén valorante.

Tambien hay que sefalar que el comportamiento es similar pa-
ra el caso del digluconato y clorhidrato; si cabe decir, que los
cambios de pendiente son algo mayores para el caso del primero,
hecho que puede ser explicado teniendoc en cuenta que los iones glu
conato, de menor densidad de carga que los iones cloruro proporcio

nan una menor conductividad de fcndo.



curva I curva II curva III curva IV curva V

medio HqD medio NH3 medio NH3 medio NaOH medio NaOH
: &
v(iml)f pH [C°(ps) | eH E7(ps) | pH E7(pS)| eH [C(pS) | eH |C7(pS)
0,00 6,19 89 10,61} 230 11,08, 252 9,07 80 9,68 108
0,40 || 10,00( 135 10,55 249 11,04 270 |10,26] 122 9,92 141

0,80 {10,16| 164 10,50, 262 |11,03 2%0 |10,50{ 150 {10,14| 173
1,20 10,21} 191 10,47 288 (10,98 309 |10,54| 176 10,22 | 202
1,60 || 10,24| 217 10,44 314 {10,92 331 |10,58| 200 10,26 232
2,00 {[10,24| 242 10,43 343 |10,82 353 {10,60| 225 10,24 | 259
2,40 |[10,24| 267 10,41] 370 |10,85 376 |10,61| 251 10,31 | 287
2,80 [ 10,24] 294 10,40, 400 (10,83 395 |10,62| 277 10,32 | 318
3,20 [{10,24| 318 10,35( 425 |10,81] 413 [10,65| 302 10,32 | 348
3,60 [|10,24] 345 10,39| 446 |10,80 428 (10,61 330 10,33 | 379
4,00 {10,23| 372 10,40 466 |10,78 445 |10,63| 358 10,35 | 407
4,40 §10,23| 399 10,40, 484 |10,77] 4e0 |10,65| 378 10,38 | 429
4,80 |10,23| 424 10,41 so4 (10,77 476 |10,66| 398 10,40 | 4s0
5,20 {10,24| 444 10,41| 523 |10,7¢ 492 |10,69| 418 - |10,42 | 470
5,60 10,25 463 10,42 sa2 |10,75] 509 |10,70| 437 10,44 | 420
6,00 |10,26| 482  |10,42| se2 |10,75 525 (10,70 457 10,46 | 512
6,40 ||10,27| s00 10,43| se2 |10,74| s45 |10,70] 477 10,47 | 532
6,80 [[10,28| 520 10,41} 602 [10,73 562 |[10,70| 498 10,48 | 553
7,20 10,29 539 10,42] 621 10,72 580 [10,73| 521 10,49 | 573
7,60 ||10,30{ 560
8,00 [|10,31] s80
8,40 [|10,32]| 599

Valorente CuSO_ en medio amoniacal (1;10) 1,00 10_d M 4

Digluconato de clorhexidina 5,880 10 M, exceptp I 7,350 ;0* M.

Tabla 12.-~ Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas de clorhexidina con Cu.

- POT -
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Figura 7.- Influencia del medio en las valoraciones de clorhexidina can
Cu(II). (ver tabla .12)
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Clorhidrato de chorhexidina 45268 10 M.

Tabla 13.- Influencia del medioc en las valoraciones conductimétricas

de clor. de clorhexidina con CuSDA.

curva I curva II curva III curva IV curva V

medio H20 medio NH3 medio NH:3 medio NaOH medio NaOH
v{m1) pH [C"(nS)| pH |C7(ns) pH |C°(nS) pH |C°(nsS) pH [c°(nS)
0,00 6,10 | 102 (10,70 | 259 10,75 | 293 - 10,44 { 180 10,77 | 230
0,20 8,93 | 154 |10,69 | 268 10,69 | 302 10,41 184 10,61 | 227
0,40 9,40 | 174 |10,67 | 281 10,68 | 312 10,38 193 10,66 | 227
0,60 9,68 | 192 |[10,65 | 292 10,65 | 324 10,34 | 202 10,59 | 230
0,80 9,83 | 209 |10,62 | 306 10,65 | 335 10,31 213 10,53 | 236
1,0C 9,92 | 224 ]10,59 | 318 10,61 348 10,30 | 224 10,49 | 244
1,20 9,98 | 2a0 (10,56 | 331 10,59 | 359 10,27 | 237 10,46 | 253
1,40 | 10,02 | 254 |10,54 | 344 10,54 | 373 10,26 | 250 10,43 | 264
1,60 10,07 270 10,51 358 10,53 386 10,26 | 262 10,40 275
1,80 10,09 | 285 10,50 | 371 10,53 | 400 10,26 | 276 10,38 | 287
2,00 10,11 | 299 |[10,48 | 386 10,50 | 414 10,25 | 289 10,37 | 300
2,20 10,10 314 10,46 400 10,48 423 10,26 304 10,36 312
2,40 | 10,11 | 330 {10,46 | 410 10,50 | 432 10,26 | 313 10,37 | 321
2,60 § 10,12 | 343 |10,44 | 419 10,48 | 440 10,28 322 10,40 | 330
2,80 | 10,13 | 353 |10,45 | 428 10,44 | 449 10,31 | 332 10,40 | 339
3,00 | 10,16 | 363 |10,48 | 437 10,46 | 4s8 10,31 341 10,41 | 349
3,20 | 10,16 | 373 |10,51 | 447 10,46 | 467 10,32 | 351 10,43 | 358
3,40 | 10,21 382 (10,55 | 456 10,53 | 477 10,34 | 361 10,43 | 367
3,60 (10,24 | 393 |10,57 | 465 10,56 | 487 10,35 | 371 10,44 | 377
3,80 || 10,27 | 404 10,60 | 475 10,55 | 4gs 10,36 | 3s1 10,45 | 387
4,00 |l 10,31 | 414 |10,61 | 48B4 10,58 | 504 10,36 | 391 10,45 | 397
4,20 | 10,34 | 424 10,63 | 493 10,60 { 515 10,37 | ao1 10,46 | 407
4,40 (10,37 | 434 ]10,64 | 506 10,61 | 524 10,39 | 411 10,47 | 417
4,60 [ 10,39 | 444 |10,85 | 515 10,62 | 534 |10,39 | 422 10,47 | 427
4,80 10,40 | 455 |10,66 | 526 10,62 | saa 10,39 | a3z 10,47 | 436

Valorante CuSO, en medio amoniacal (1;10) 1,00 1072w
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Las figuras 9 , 10 y 11 y las tablas 14 , 15 16

’
muestran la influencia de 1la cbncentracién de NH3 6 NaOH en la cur
va de valoracidén cuando el valorante utilizado es CuSOd, tanto
para el digluconato como para el clorhidrato de clorhexidina.
5i el medio lo constituye la disolucidén de biguanida (nica-

mente (pHD 6,50; curvas I de las figuras 9 y 10 ) se obtienen
lineas rectas Gnicas, para ambas sales de clorhexidina, lo gue in-
dica que no existe reaccién entre éste y el Cu(II), hechoc que tam-

bien se pone de manifiesto visualmente puesto gue no se observa

la aparicidén de precipitado.

5i existe NH3 en el medio, a medida que aumenta la concentra

cibén de éste la pendiente del primer tramo de la valoracidn va au-
mentando, tomando siempre valores positivos. La reaccidn que tie-

ne lugar antes del punto de equiValencia es:
2+ 2-

+
? Cu » 5% _lous+ 2wt

a4

HZB + 2 NH3

Luego a medida que aumenta el pH, la cantidad de NH3 es ma-

yor, con lo que dicha reaccifn tendrd lugar en mayor extensidn.

El segundo tramo de la valoracidén tambien va aumentando su
pendiente a medida gue aumenta la concentracidn de NH_ en el me-
dio, debido a la especie Cu('NHs‘)i+ y a que.el pH para los puntos
correspondientes a este segundo tramo va aumentando de una valo-

racidn a otra y por consiguiente la concentracidén de oxidrilos

en el medio.

En cuanto a lo que sucede sl ajustar el medio con NaOH, hay
gue decir, que la forma de la grédfica varia debido a la ausencia
de la especie NHZ. Se observa un primer cambioc de pendiente debi-
do a un cambio brusco de pH, puesto que el medic no estd tampo -
nado, y un segundo cambio debido a la reaccidn que nos ocupa. Las

pendientes del primer tramo de la valoracidn son positivas, proé-
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ximas a cero cuando el pH inicial es de 10,00 aproximadamente, y
negativas para pH superiores; la reaccidén gque tendrd lugar antes

del punto de equivalencia sera:

. 2t 2- .
+ - C S0

H282 + 2 OH Y 2 %4 louB+ 2 H 0

El segundo tramo de la valoracidn presenta siempre valores
de pendiente positivos debido a la adicidén de valorante, obtenien
dose para valores de pH préximos a 10,00 graficas en forma de V.
Pare el oaso del clorhidrato el valor de la pendiente es superior
al correspondiente al digluconato, debido a la conductividad de

fondo proporcionada por el idn cloruro.

En las figuras 12 -y 13 , y en las tablas 17 y 18
se representan las curvas obtenidas en la valoracidn de proguanil
con Cu(II), obtenidas al variar el pH del medio y la cantidad de

NH3 presente.

La discusidn de los resultados chtenidos es similar a la
realizada para la clorhexidina, sin embargo, para el proguanil
el rando de pH estudiado es mds amplio, ya que no existe la limi-
tacidn impuesta por la aparicidn de la base libhre como ocurria con
la clorhexidina. Se observa que a medida que aumenta la concentra
cién de oxidrilos en el medio, van disminuyendo las pendientes
correspondientes al primer y segundo tramo de la valoracién, de
manera que para pH entre 11,00-11,40 se obtienen grédficas eh for-
ma de L. Para pH superiores el angulo entre las rectas va aumen-—
tando, debido a la mayor concentracidén de oxidrilos en el medio,

lo que se traduce en una conductividad de fondo mds alta.

En la tabla 19 y la figura 14 se presentan valoraciones de
clorhidrato de clorhexidina con acetato de Cu(II). Al aumentar Ia
concentracidn de NaOH en el medio, las pendientes de ambos tramos

disminuyen. Los efectos en el primer tramo son mucho mds acusados
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y’ ésto es explicable teniendo presente que, al aumentar la concen
tracidn de oxidrilos en el medio va predominando la reaccién de
eliminacién de éstos del medio, debido a los hidrogeniones dona=
dios por la biguanida con la consiguiente formacidn de agua. Este
efecto es mds notorio cuando se utiliza acetato, ya que este ién
de mayor tamafio y menor carga que el sulfato aporta menor conduc—
tividad de fondo. Este hecho tambien justificaria la pequefia dis-
minucidén de la pendiente del segunda tramo de la valoracidn al
awumentar la concentracidn de NaOH, si ademds se tiene en cuenta
que la concentracién del valorante acetato de Cu(II) utilizado
para la realizacién de las valoraciones de la figura 14 , €s in-
ferior a la del sulfato de Cu(II) utilizado en las valoraciones

que se presentan el las figuras 7 , 8 9 10 y 11

Influencia de la concentracién de etanol

En la figura 15 y en la tabla 20 se muestran la influen-
cia dle la concentracién de etanol en las curvas de valoracidn
de clorhexidina y proguanil utilizando como valorante acetato de

cobre (II).

La presencia de etanol mejora la definicién de la curva en
las cercanias del punto final, al aumentar la cuantitividad de
la resaccién. Sin embargo, aumenta el angulo entre las rectas co -
rresmpondientes al brimer y segundo tramo de la valoracidn, retra-
sandm a la vez el inicio de la reaccidn de precipitacidn, apartan-
do los primeros puntos, de la recta que corresponde al primer tramo

de laa valoracidn.
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|

curva I curva II curva III curva IV
medio H,0 medio NH,, medio NH, medio NHS/NéDH
viml) | pH  gps) | eH  [c°(ps)| eH E7(ps)| eH [c7(ps)
0,00 6,43 60 9,91 | 114 [10,45 |164 |10,80 | 212
0,20 6,00 66 9,89 | 121 |10,40 |172 |10,77 | 215
0,40 5,55 73 9,82 | 128 |10,35 {178 [10,75 | 219
0,60 5,40 80 9,75 | 135 |10,32 {186 |10,70 | 224
0,80 5,27 87 9,68 | 142 |10,28 |193 |10,66 | 228
1,00 5,19 94 9,60 | 150 [10,24 {201 (10,62 | 233
1,20 5,12 | 100 9,53 | 157 |[10,21 (209 |10,57 | 238
1,40 5,07 | 108 9,40 | 165 |10,18 (217 (10,55 | 244
1,60 5,02 | 115 9,12 | 172 0,15 |225 |10,50 | 250
1,80 4,99 | 121 8,78 | 179 [10,11 |233 |10,45 | 256
2,00 4,95 | 129 8,61 | 187 |10,09 |241 {10,42 |262
2,20 4,92 | 136 8,42 | 193 [10,05 |250 |10,38 |269
2,40 4,89 |143 8,25 | 200 |10,02 |258 |10,34 {277
2,60 4,86 | 149 7,91 | 206 (10,00 |266 (10,30 |285
2,80 4,83 | 156 7,64 | 212 9,97 {275 |10,26 |294
3,00 4,82 | 163 7,45 | 217 9,93 |284 |10,22 |303
3,20 4,79 | 170 72,30 | 219 9,91 |293 |10,18 |313
3,40 | 4,77 |176 7,06 | 221 9,87 {301 [10,15 |32a
3,60 4,74 | 182 6,95 | 223 9,85 |310 10,11 |335
3,80 4,71 | 188 6,86 | 225 9,82 |320 [10,07 |344
4,00 4,68 |194 6,74 | 226 9,80 |329 |10,05 |352
4,20 4,65 |20 6,68 | 228 9,76 {339 10,03 |36l
4,40 4,63 | 207 6,64 | 231 9,72 {350 10,00 |370
4,60 4,60 |213 6,60 | 233 9,70 |361 9,98 |379
4,80 4,58 | 219 6,55 | 235 9,67 |370 9,95 |389
5,00 4,56 |226 6,50 | 237 9,65 |379 9,90 |397

-3
Valorante CuSO_ 9,875 10 M

-4
Digluconato de clorhexidina 4,41 10 M.

Tabla 14.- Influencia del medio en las valoraciones conduc

timétricas de Digluconato de clorhexidina con CuSOa.
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Figura 9.- Influencia del medio en las valoraciones conductimé-

tricas de Digluconato de Clorhexidina con Cus0, (ver tabla 14).



-113 -

curva I curva II curva III curva IV

medio agua medio NH_ medio NH medio NHS—
v(ml) | pH [67(pS) | eA 67 (pd) | pH 5 (p8) | oH [o°(no)
0,00 6,46 103 10,00( 148 10,551 190 10,65{ 217
0,20 6,05} 110 9,96| 154 10,501 196 10,60 222
0,40 5,60 119 9,90 160 10,461 203 10,54 230
0,60 5,36 128 9,80| 167 10,39( 210 10,49 238
0,80 5,20| 136 9,711 175 10,33 | 217 10,44 248
1,00 5,11 145 9,63 182 10,27 | 226 10,40] 255
1,20 5,04 | 153 9,541 189 10,22 236 10,36| 264
1,40 4,991 161 9,45 197 10,27 | 246 10,33| 273
1,60 4,94 168 9,36} 204 10,13| 256 10,29| 284
1,80 4,901 177 9,241 211 10,07 | 267 10,24 294
2,00 4,871 185 9,15} 219 10,04 | 279 10,20] 306
2,20 4,84 192 9,02 227 10,00 291 10,17 318
2,40 4,804 200 8,91 234 9,97 | 299 10,14| 326
2,60 4,76} 207 8,76 241 9,951 307 10,13| 332
2,80 4,72 215 8,611 248 9,931 315 10,11| 340
3,00 4,69 223 8,501 255 9,901 323 10,08| 348
3,20 4,65} 230 8,35 | 262 9,88 | 332 10,06| 355
3,40 4,621 237 8,211 267 9,86 | 342 10,05 363
3,60 4,59 ] 244 8,08 | 272 9,84 1| 350 10,03 372
3,80 4,56| 252 7,95 | 279 9,82 | 359 10,02 381
4,00 4,53 259 7,85 | 284 9,80 | 368 10,00( 389
4,20 4,51 267 7,77 | 291 9,78 | 377 9,991 398
4,40 4,49 274 7,70 | 296 9,76 | 386 9,97 407
4,60 4,471 281 7,64 | 303 9,75 | 395 9,96\ 416
4,80 4,45) 288 7,60 | 307 9,73 | 404 9,941 425
5,00 4,43) 295 7,56 | 314 9,71 | 414 9,93| 433

-3
Valorante CuSO 9,875 10 M 4

Clorhidrato de clérhexidina 4,124 10 = M.

Tabla 15.~ Influencia del medio en las valoraciones conduc—

timétricas de clorhidrato de clorhexidina con CuSDd.
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Figura 10.- Influencia del medio en las valoraciones conduc-
timétricas de clorhidrato de clorhexidina con CuSOa( ver

tabla 15).




curva I . ' curva II curva III - “curva IV curva V
v(m1) pH |G (ps) pH [C°(ps) pH c’(ps) pH {c (ps) pH |C°(ps)
0,00 | 10,10 | 120 10,30 | 187 10,50 | 223 10,00 | 168 10,25 | 232
0,20 9,92 | 113 10,25 | 179 10,49 | 217 9,70 | 161 10,10 | 225
0,40 9,52 | 106 10,15 | 171 10,41 | 211 9,02 | 155 9,90 | 216
0,60 8,80 | 101 10,03 | 163 10,30- | 204 8,12 | 154 9,70 | 208
0,80 8,06 | 100 9,81 | 155 10,16 | 197 7,70 | is2 9,40 | 200
1,00 7,70 99 9,58 148 10,02 191 7,52 151 8,93 194
1,20 7,50 97 9,15 140 9,80 182 7,39 150 8,39 189
1,40 7,35 98 8,57 136 9,52 177 7,25 148 8,01 186
1,60 7,24 99 8,18 134 9,11 170 7415 149 7,90 182
1,80 7,13 | 101 7,90 | 132 8,65 | 166 7,04 | 150 2,73 | 178
2,00 7,02 | 104 7,66 | 129 8,31 | 162 7,00 | 153 7,60 | 176
2,20 6,92 109 7,37 127 8,05 159 6,94 159 7,46 173
2,40 6,85 | 112 7,19 | 129 7,80 | 157 6,86 | 163 7,30 | 172
2,60 6,77 | 118 2,03 | 129 |. 7,65 | 156 6,84 | 170 72,21 | 177
2,80 6,68 | 123 6,90 | 132 7,62 | 155 6,77 | 176 7,15 | 183
3,00 6,62 | 128 6,78 | 135 7,44 | 157 6,72 | 183 7,09 | 190
3,20 6,54 | 13a 6,67 | 138 2,33 | 1s9 6,68 | 189 7,06 | 196
3,40 6,51 | 140 6,58 | 143 7,25 | 161 6,62 | 197 7,03 | 203
3,60 6,41 | 146 6,51 | 148 72,16 | 164 6,58 | 204 7,00 | 210
3,80 6,36 | 152 6,44 | 153 7,10 | 168 6,56 | 211 | 6,98 | 217
a,00 6,31 | 159 6,36 | 158 7,03 | 111 6,49 | 218 6,97 | 225 .
4,20 6,20 | 164 6,30 | 184 6,96 | 176 6,46 | 224 6,95 | 231
4,40 6,15 | 170 6,25 | 169 6,90 | 180 6,42 | 232 6,90 | 239
4,60 6,09 | 177 6,20 | 175 6,83 | 184 6,34 | 239 6,90 | 246
4,80 6,03 183 6,15 181 6,77 189 6,33 247 6,90 253
5,00 6,02 | 189 6,10 | 186 6,72 | 193 6,29 | 253 6,88 | 261

’ -3 -4
Valorante CuSU4 9,875 10 M; I,II, III Digluconato de Clorhexidina 4,410 10 M

-4
IV y V Clorhidrato de clorhexidina 4,426 10 = M, Medio : NaOH.

Tabla 16.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas de
Clorhexidina con CuSOa.
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Figura 11.- Influencia del medioc en las valoraciones conductimétricas
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de clorhexidina con Cuso4 (ver tabla 18).

91T



curva 1 curva II curva III curva IV curva V
medio H20 medio NH3 medio NH3 medio NaOH medio NaOH
v(ml) pH _fc”(ps) pH | C°(ps) pH [c’(ps) pH_|c’(ps) pH_|C”(pS)
0,00 6,70 106 10,48 242 10,65 | 318 10,75 551 11,30 962
0,20 8,93 135 10,45 252 10,63 " 327 10,81 |- 835 11,30 947
0,40 9,16 152 10,43 263 10,61 337 10,90 521 11,35 931
0,60 9,26 168 10,40 276 10,59 347 10,91 506 11,37 917
0,80 9,33 186 10,37 289 10,56 | 358 10,92 492 11,37 902
1,00 9,37 201 10,35 302 10,53 | 368 10,91 478 11,36 | 887
1,20 9,38 217 10,32 315 10,51 380 10,88 465 11,35 872
1,40 9,41 233 10,29 330 10,49 | 393 10,85 453 11,34 | 8s8
1,60 9,42 249 10,28 344 10,47 | 405 10,79 aaa 11,32 | 843
1,80 9,42 263 10,25 358 10,46 | 418 10,73 436 11,30 828
2,00 9,44 280 10,24 374 10,43 | 431 10,68 431 11,28 812
2,20 9,44 294 10,22 388 10,41 444 10,61 428 11,25 799
2,40 9,44 310 10,21 405 10,40 | 457 10,55 430 11,22 783
2,60 9,45 325 10,20 420 10,39 469 10,48 434 11,18 768
2,80 9,47 338 10,19 430 10,38 478 10,46 441 11,15 760
3,00 9,49 349 10,20 439 10,38 | 488 10,45 449 11,13 754
3,20 9,52 360 10,19 449 10,38 | 496 10,44 458 11,12 748
3,40 9,54 371 10,20 459 10,38 505 10,43 467 11,09 743
3,60 9,57 | 383 10,20 | 469 10,39 | 515 10,43 | 477 11,06 | 739
3,80 9,59 394 10,19 480 10,38 525 10,43 a87 11,04 | 736
4,00 9,60 406 10,20 490 10,38 535 10,42 498 11,02 733
4,20 9,62 418 10,23 500 10,39 | 545 10,40 510 11,00 732
4,40 9,64 430 10,22 511 10,38 555 10,39 521 11,00 731
4,60 9,66 442 10,23 522 10,39 565 10,37 532 10,97 731
4,80 9,67 454 10,22 533 10,39 | 575 10,37 543 10,95 732

Tabla 17.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas de

clorhidrato de proguanil con CuSD4

s

Valorante Cus0, 1,00 1072 M en medio amoniacal {1:10). Concentracién de

-4
Proguanil 8,284 10 M.

en medio amoniacal.

- LTI -
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Figura 12.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas

de clorhidrato de proguanil con CuSQ” en medio amoniacal (ver tabla 17).
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curva I © gurva II - - curva IIT curva IV

. . : di OH— s
medio NH3 _meda.o’NH3 medio Nalr:-l7NH3 medio NaOH

viml) | pH [c7(ps) | pH JC7(ps) | eH [c”(ps) | eH Tc”(ps)

0,00 |10,01 | 163 |10,40 | 282 |11,40| 859 |11,64 | 1267
0,20 | 9,92 | 171 10,33 | 291 (11,40 | 842 |11,83 | 1249
0,40 | 9,80 | 181 10,30 | 300 |11,38 | 827 |11,63 | 1233
0,60 | 9,71 | 193 |10,26 | 311 |11,36 | 811 11,60 | 1209
0,80 | 9,60 | 205 |10,23 | 321 11,33 | 795 |11,59 | 1193
1,00 | 9,51 | 218 10,19 | 333 {11,31 | 778 |11,58 | 1174
1,20 | 9,45 | 231 10,16 | 345 |11,28 | 763  |11,56 | 1157
1,40 | 9,37 | 245 |10,12 | 358 11,27 | 747  |11,55 | 1141
1,60 | 9,29 | 257 10,08 | 370 11,23 | 731  |11,53 | 1125
1,80 | 9,22 | 268 |10,05 | 382 11,21 | 716 (11,52 | 1109
2,00 { 9,16 | 279 |10,03 | 394 |11,18 | 700 |11,50 | 1092
2,20 | 9,11 | 288 10,01 | 402 |11,15 | &89 © |11,48 | 1076
2,40 | 9,06 | 299 |10,00 | 409 |11,12 | 681 11,46 | 1066

2,60 9,01 308 9,98 |- 416 11,11 674 11,45 1054
2,80 9,00 318 9,96 | 422 11,08 667 11,44 1043
3,00 8,93 328 9,96 | 429 11,07 660 11,42 1032
3,20 8,89 337 9,95 | 437 11,04 | 654 11,41 1021
3,40 8,83 347 9,94 | 445 11,00 649 11,39 1009

3,60 | 8,78 | 357 9,93 | 453 |10,99 | 844  |11,38 998
3,80 | 8,73 | 367 9,92 | 462 |10,97 | 640 {11,368 | 986
4,00 | 8,68 | 377 9,91 | 470 10,93 | 836 |11,3a | 974
4,20 | 8,61 | 386 9,90 | 478 10,90 | 633 |11,32 | 9e4
4,40 | 8,56 | 395 9,90 | 487 |10,88 | 631 11,31 952
4,60 | 8,50 | 404 9,88 | 498 |10,85 | 629 [11,28 | 940
a,80 | 8,43 | 413 9,88 | 507 (10,82 | 628 11,26 | 929
5,00 | 8,38 | 422 9,87 | 517 {10,79 | 628 |11,24 | 919

Valorante CuSO4 1,00 10_2 M. Concentracidn de

-4
Proguanil 6,627 10 M.

Tabla 18.- Influencia del medio en las valoraciones conductimé-

tricas de clorhidrato de proguanil can CuSDd.
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Figura 13.- Influencia del medio en lés valoraciones
conductimétricas de clorhidrato de proguanil con CuSD4

(ver tabla 18).
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Concentracion del Clorhidrato de clorhexidina 5,869 10

curva I curva II curva IIT
medio NH3 medio N%?TENHa - medio NTQQ—NHB
v(ml) pH [c”(ps) pH | C"(pS) pH [c’(ps
0,00 |10,41 |131,6 | 10,52 |220,0 10,71 | 297
0,20 10,41 | 131,9 10,51 | 218,5 | 10,70 | 293
0,40 10,40 | 132,4 10,51 | 217,0 10,69 | 290
0,60 10,39 |132,9 i0,51 | 215,5 10,69 287
0,80 10,39 |{133,3 10,50 | 214,0 10,68 | 284
1,00 10,38 |133,9 10,50 |212,0 10,68 | 281
1,20 10,38 | 134,3 10,49 | 210,0 10,67 | 279
1,40 10,38 ) 135,0 10,49 | 208,5 10,66 276
1,60 10,37 | 135,5 10,48 |207,0 10,65 | 273
1,80 10,37 |13s6,1 10,48 |206,0 10,64 | 271
2,00 10,36 |136,9 10,47 |{205,0 10,64 | 269
2,20 10,36 |137,3 10,47 |204,0 10,64 | 267
2,40 10,35 |138,2 10,46 |203,5 10,63 | 265
2,60 10,35 |139,0 10,45 {203,0 10,62 264
2,80 10,34 {139,6 10,45 |202,5 10,61 | 263
3,00 10,34 }140,2 10,45 |202,0 10,61 262
3,20 10,33 {141,4 10,44 |201,0 10,60 261
3,40 10,33 |141,8 10,44 |201,0 10,60 260
3,60 10,31 |143,0 10,43 |201,0 10,59 | 259
3,80 10,30 {143,4 10,43 |201,0 10,58 | 258
4,00 10,29 |144,3 10,42 |201,0 10,57 257
4,20 10,28 |145,1 10,42 |201,0 10,56 | 256
4,40 10,28 |145,8 10,41 |201,0 10,55 | 255
4,60 10,28 |146,6 10,40 |201,0 10,53 | 254
4,80 10,26 |147,4 10,40 |201,0 10,52 | 254
-3
Valorante Cu(Acetato). 1,335 10 = M

Tabla 19.- Influencia del medio en las valoraciones

-121 -

5

conductimétricas de clorhidrato de clorhexidina con Cu(Ac)Z.

M.
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( ver tabla 19 ).



curva 1 curva 11 curva III curva 1V curva V curva VI

medio NaoH-NH3(1:1o) NaOH-NH_(1:10) |NaOH-NH_(1:10) NaOH:NH3(1:7) NaOH-NH_(1:7) [NaOH-NH_(1:7)
15% etanol 30% etanol 15% etanol 15% etanol

v(mi)l pH | c7(ps) 6" (ps) ¢"(ns) pH|c7(ps)|  C’(psS) c”(ps)
0,00 [10,52 | 220,0 111,1 98,2 10,71 | 297 230 253
0,20 |10,51 | 218,5 109,8 97,0 10,70 | 293 227 . 248
0,40 |10,51 | 217,0 108,6 96,0 10,69 | 290 225 244
0,60 110,50 | 215,5 107,2 94,6 10,68 | 287 220 234
0,80 |10,50 | 214,0 106,5 93,7 10,68 | 284 219 227
1,00 10,50 | 212,0 105,6 92,8 10,68 | 281 217 224
1,20 (10,49 | 210,0 104,8 91,8 10,67 | 279 214 221
1,40 {10,49 | 208,5 104,2 91,0 10,66 | 276 212 218
1,60 |10,48 | 207,0 103,5 89,9 10,65 | 273 210 215
1,80 [10,48 | 206,0 103,0 88,2 10,64 | 271 207 212
2,00 [10,47 |-205,0 102,5 88,9 10,64 | 269 205 209
2,20 [10,47 |204,0 102,3 es,3 10,64 | 267 203 207
2,40 |10,46 |203,5 102,2 87,6 10,63 | 265 201 206
2,60 [10,46 |203,0 102,2 87,0 10,63 | 264 198 205
2,80 |10,45 |202,5 102,3 B6,3 10,62 | 263 197 203
3,00 |10,45 |202,0 102,4 85,8 10,61 | 262 196 202
3,20 10,44 |201,0 102,5 85,2 10,60 | 261 1595 201
3,40 (10,44 |201,0 102,6 84,7’ 10,60 | 260 193 R
3,60 |10,43 |201,0 102,5 84,2’ 10,59 | 259 192 200
3,80 (10,43 |201,0 102,6 83,9 10,58 | 258 191 -
4,00 (10,42 |201,0 102,8 83;4 10,57 | 257 190 199
4,20 |10,42 |201,0 103,1 az,8 10,56 | 256 189 -
4,40 {10,41 [201,0 103,3 82,4 10,55 | 255 188 198
4,60 |10,40 [2U1,0 103,6 az,8 10,53 | 254 187 -
4,80 (10,40 |201,0 104,3 81,2 10,52 | 254 186 196 '

-3 : =3 2
Valorante Cu(Acetato)2 1,335 10 ~ M excepto VI, 2,80 10 ~ M. Concentracidn

. . - -4
de clorhidrato de clorhexidina 5,869 10 5 M excepto VI, proguanil 2,28 10 M.

Tabla 20.- Influencia de la concentracién de etanol en las veloracio-

nes conductimétricas de clorhexidirm & proguanil con Cu(Acetato)z.

I <2
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Figura 15.- Influencia de la cancentracidn de etanol en las
valoraciones conductimétricas de clorhexidina y proguanil con

Cu(Acetato)2 ( ver tabla 20).



- 125

).~ COMPLEJOS SOLUBLES

Vlariacidn del pH y presencia de amoniaco

En las tablas 21 , 22a y 225 vy en las figuras 16 y17
sie presentan valoraciones de metformin y moroxidina en las que,

el valorante utilizado es sulfato de cobre (II) en medio amoniacal.

Si la base utilizada para ajustar el pH del medio es el amoni
aco, las pendientes del primer y segundo tramo de la valoracidn son

miuy semejantes, no siendo adecuadas para la determinacidn del pun-

tio final.

5i se utiliza hidrdxido sdédico aln cuando el amoniaco estd
presente pues se adiciona desde el valorante, para pHs alrededor
de 11.25 se obtienen grédficas en forma de V. Si el pH es superior

a 11,50 la forma de las grdficas es de L.

Las pendientes del primer tramo de la valoracidn son nega -

tivas debido a la sipuiente reaccidn gque tiene lugar:

o+ oo
cu”, s0°, N

2 BH + OH a’

H 2+
3, CuB_+2 H_O
y 245 2
La pendiente del segundo tramo pasa de valores positivos a nedati-
vOs a medida gue aumenta la concentracidn de hidrdxido sddico en

el medio, debido a un desplazamiento del predominio de las especies

hidroxiladas de Cu(II) sobre las aminadas.

Se observa que a madida que aumenta el pH del medio la cuan-
titividad de la reaccidén es mayor y el angulo entre las dos rectas

implicadas también aumenta.

De la aobservacidn de las mencionadas figuras se deduce gue

el comportamiento de la metformina y moroxidina es similar al va-
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riar el pH y la presencia de amoniaco.

La discusidn anterior es aplicable también, cuando el valo-

rante utilizado es sulfato de cobre (II) en la determinacién de

metformina y moroxidina (tablas 23 4 24 y figuras 18 vy
19 ).
En la tabla 25 y figura 20 se representan valoraciones

de metformina utilizando Cu(Acetat0)2 como valorante. E1 comporta-
miento presentado al variar el pH del medio es similar él expuesto
anteriormente, sin embargo, se observa un retraso en la aparicidn
del complejo, hecho gue se pone de manifiesto ya que los puntos
iniciales de la valoracién se alejan de la recta gue cbnstituye

el primer tramo; ésto puede ser debido a la influencia que ejer-
cen 1los complejos Cu(II)-Acetato sobre el Cu(II)-biguanida, sien-
do este hecho mds importante en este caso que en el baso de los
precipitados que se obtienen con clorhexidina y proguanil, ya que
los complejos sdlidos son mds estables que los solubles y en el
caso del precipitado el Cu(II) pasa a formar parte de otra fase

distinta.



curva I curva II curva IIT curva IV curva V

medio HZD medio NH3 medio NaOH medio NaOH medio NaOH

v(m1) pH | C”(ps) pH | c”(ps) pH |C”(ps) pH | C°(ps)| pH |C7(ps)
0,00 5,70 101 10,08 173 11,38 800 11,65 1320 il,81 1804
0,20 10,06 151 10,19 196 11,36 775 11,62 1290 11,78 1776
0,40 10,22 175 1 10,27 216 11,34 753 11,60 1264 11,77 1748
0,60 10,30 196 10,32 234 11,32 734 11,59 1239 11,76 1720
10,80 10,35 215 10,35 251 11,29 715 11,57 1213 11,76 1695
1,00 10,39 233 10,38 267 11,26 700 11,55 1190 11,74 | 1668
1,20 10,42 250 10,40 284 11,24 887 11,54 1169 11,73 1642
1,40 10,44 266 10,42 298 11,22 676 11,52 1150 11,70 1612
1,60 10,45 282 10,45 314 11,19 668 11,50 1132 11,69 1578
1,80 10,48 297 10,47 329 11,17 661 11,49 1117 11,68 1556
2,00 10,49 313 10,48 343 11,15 656 11,47 1102 11,67 1538
2,20 10,50 327 10,50 358 11,12 654 11,46 1090 11,66 1523
2,40 10,52 342 10,51 372 11,11 652 11,45 1078 11,65 1508
2,60 10,53 356 10,52 386 11,09 652 11,43 1068 11,64 1493
2,80 10,54 371 10,53 400 11,07 654 11,41 1058 11,63 1482
3,00 10,55 385 10,54 413 11,06 656 11,40 1050 11,62 1470
3,20 10,56 398 10,55 428 11,04 650 11,38 1043 11,61 1459
3,40 10,57 412 10,56 441 11,03 e6d 11,37 1036 11,60 1448
3,60 10,58 427 10,57 455 11,02 €70 11,36 1031 11,59 1439
3,80 10,59 440 10,58 468 11,01 676 11,35 1027 11,58 1430
4,00 10,60 454 106,59 482 11,00 683 11,33 1023 11,57 1422
4,20 10,61 467 10,59 495 10,98 689 11,32 1020 11,56 1415
4,40 10,61 480 10,60 508 10,98 696 11,31 1018 11,55 1407
4,60 10,61 494 10,61 522 10,97 705 11,30 1017 11,54 1401
4,80 10,61 506 10,61 535 10,98 713 11,28 1015 11,54 1395
5,00 10,62 519 10,62 548 10,95 723 11,27 1015 11,53 1390

3

Valorante CuSO, 9,88 10 = M en medio amoniacal (1:10). Concentracién de metfarmin 6,91 10”%.
Tabla 21.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas de clorh. de metformina
con CuSD4 en medioc amoniacal.

(CT~



-128 -

CCps)
700 1600
500 1400
300 1200
100 1000
0.47 095 143 191 2-62 v/vh
Figura 16.- Influencia del medie en las valoraciones

conductimétricas de clorhidrato de metforrnin con

CuSO4 en medio amoniacal fver tabla 21"5.
v
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curva 1 curva II curva III curva IV

medio HZO medio NH3 med?o NH:3 medio NaCH
v(m1) pH C”(ps) pH C”(ps) pH C°(ps) pH C*(ps)
0,00 6,50 99 10,20 169 10,44 239 10,43 192
0,20 9,55 132 10,16 181 10,42 249 10,34 187
0,40 9,72 182 10,14 194 10,39 261 10,28 191
0,60 9,81 170 10,12 208 10,36 272 10,24 199
0,80 9,85 187 10,12 221 10,34 283 10,20 210
1,00 9,88 203 10,11 235 10,33 296 10,18 222
1,20 9,91 =218 10,11 248 10,31 307 10,17 236
1,40 9,93 233 10,11 262 10,30 320 10,15 249
1,60 9,94 249 10,11 276 10,30 331 10,15 263
1,80 9,96 263 10,11 288 10,29 344 10,15 276
2,00 92,98 277 10,11 302 10,28 356 10,15 289
2,20 | 10,00 291 10,12 314 10,28 368 10,15 302
2,40 | 10,01 305 10,12 328 10,29 379 10,15 315
2,60 | 10,01 319 10,12 341 10,29 391 10,16 328
2,800 | 10,02 333 10,13 354 10,29 403 10,16 341
3,00 | 10,03 345 10,13 366 10,28 416 10,17 354
3,20 | 10,05 359 10,14 379 10,29 427 10,17 367
3,40 | 10,05 372 10,14 392 10,28 439 10,17 379
3,60 | 10,06 384 10,15 404 10,28 450 10,17 392
3,800 | 10,07 397 10,15 416 10,29 463 10,18 406
4,000 | 10,08 409 10,15 429 10,28 474 10,18 418

-3
Valorante CuSD4 9,875 10 M en medio amonigcel (1:10]

-4
Concentracidn de clorh. de moroxidina 6,667 10 M.

Taibla 22a.- Influencia del medio en las valoraciones conduc-

titmétricas de clorhidrato de moroxidina con CuSD4

amioniacal.,

en medio
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curva V curva VI curva VII curva VIII
di di di di -
medio NaOH medio NaOH medio NaOH me 1EI§S?H NH3

v(ml) pH [C°(ps) pH |C°(S) pH |G”(ps) pH |C"(pS)

0,00 |11,25| 788 | 11,57| 12e8 |11,72| 1734 |11,74| 1772
0,20 |11,26) 763 |11,57| 1243 |11,71| 1705 |11,74]| 1746
0,40 |11,26| 741 |11,58| 1218 |11,72| 1681 |11,74| 1720
0,60 |11,25| 718 |11,56( 1192 |11,72| 1655 |11,74| 1692
0,80 |11,22( 696 |11,55| 1167 |11,71| 1ees |11,74]| 1665
1,00 {11,19( 677 |11,53| 1142 |11,70{ 1601 |11,74| 1637
1,20 |11,16| 660 |11,51| 1118 |11,89| 1575 |11,72] 1612
1,40 |11,14( 645 |11,49( 1096 |11,68| 1548 |11,71| 1586
1,60 |11,11| 635 |11,47| 1074 |[11,67| 1524 |11,70]| 1561
1,80 (11,09 627 |11,45| 1057 {11,65| 1503 |11,69| 1540
2,00 |11,07| 623 |11,43| 1042 |11,64]| 1484 |11,67] 1521
2,20 (11,06| 621 |11,42| 1030 |11,63| 1468 |[11,66| 1508
2,40 |11,03| 621 |11,40| 1021 |11,62]| 1455 |11,65| 1491
2,60 [11,02| 622 [11,39] 1013 |11,61| 1443 |11,64| 1478
2,80 |[11,01| 625 |11,38| 1006 |11,59| 1433 |11,63| 1468
3,00 |(10,99| 629 |11,36| 1001 |11,59| 1423 |11,62| 1458
3,20 |10,98| 634 |11,35| 997 |11,s8| 1414 |11,61| 1448
3,40 |10,97| 640 |11,34| 993 |11,57| 1405 |11,e0| 1440
3,60 |10,96| 646 |11,33| 990 |11,56| 1398 11,58 | 1433
3,80 |10,96| 653 |11,32| 987 |11,55| 1391 [11,57| 1425
4,00 |10,95| 661 |11,30| 985 |11,54| 1385 |11,57| 1417

-3
Valorante Cuso, 9,875 10 ~ M en medio amoniacal (1:10)

-4
Concentracién de clorh. de moroxidina 6,667 10 M.

Tabla 22b.- Influencia del medio en las valoraciones conducti-
métricas-de clorhidrato de moroxidina con CuSD4 en medioc amo-

niacal,
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Figura 17 .- Influencia del medio en las valoraciones conduc-

timétricas de clorhidrato de moroxidina con CuSO en medio
amoniacal (ver figuras 22a y 22b).
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curva I curva II curva IIT

medio HZD - medio NH3 medio NaOH
v(ml) pH V'G'(FS) pH C'(FS) pH { c°(ps)
0,00 5,68 115 11,55 961 11,76 1442
0,20 5,43 127 11,50 931 11,74 1410
0,40 5,35 137 11,47 900 11,73 1376
0,60 5,29 147 11,45| 870 11,70 1347
0,80 5,24 157 11,42 840 11,68 1316
1,00 5,21 167 11,40 811 11,67 1287
1,20 5,18 177 11,34 780 11,64 1255
1,40 5,15 187 11,30 748 ° 11,62 1231
1,60 5,13 196 11,28 725 11,60 1205
1,80 5,12 206 11,24 | 715 11,58 1180
2,00 5,10 215 11,21 697 11,56 1157
2,20 5,08 225 11,17 680 11,54 1134
2,40 5,06 234 11,13 663 11,52 1113
2,60 £,05 243 11,10 649 11,50 1093
2,80 5,04 252 11,08 635 11,48 1074
3,00 5,03 261 11,03 622 11,46 1056
3,20 5,02 270 11,00 611 11,43 1037
3,40 5,01 279 10,96 601 11,41 1022
3,60 5,00 287 10,91 594 11,39 1005
3,80 4,99 297 10,87 588 11,37 990
4,00 4,98 305 10,83 582 11,35 976
4,20 4,97 313 10,80 578 11,32 °64
4,40 4,96 | 322 10,76 | 573 11,30 952
4,60 4,95 331 10,71 569 11,28 g42
4,80 4,95 340 10,68 567 11,26 933
5,00 4,94 348 10,63 563 11,24 923

Valorante CuSD4 9,875 ll]-3 M. Concentracidn de

clorh. de metforhin

6,91 10

a

M.

Tabla 23.- Influencia del medioc en las valoraciones con-

ductimétricas del clorhidrato de metformin con CuSO .

4
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curva I curva II curva III

medio HZD medioc NaOH medioc NaOH
v(ml) pH [ c”(fS) pH | G°(ps) pH | Cc”(ps)
0,00 6,04 95 11,48 972 11,65 1406
0,20 5,64 10 11,47 942 11,65 1377
0,40 £,52 115 11,45} 913 11,63 1349
0,60 5,51 126 11,40] 882 11,601 1319
0,80 5,49 135 11,38 | 852 11,60 1292
1,00 5,49 146 11,34 | e24 11,58 1264
1,20 5,47 155 11,31 | 794 11,56 12234
1,40 5,44 | 165 11,30 | 765 11,54| 1208
1,60 5,42 174 11,26 | 740 11,51| 1181
1,80 £,39 183 11,24 | 718 11,50 1157
2,00 5,37 192 11,18 | 700 11,46 | 1138
2,20 5,36 20z 11,17 682 11,46| 1120
2,40 £,33| 211 11,14 | 667 11,44 | 1105
2,60 5,31 220 11,12 €53 11,43 1090
2,80 5,30 229 11,07 | 639 11,41 | 1076
3,00 5,27 237 11,03 | 626 11,39 1062
3,20 5,25 | 247 11,01 | 615 11,38 | 1049
3,40 5,25 | 255 10,97 | 603 11,35 1037
3,60 5,23 264 10,93 594 11,34 106
3,80 5,21| 273 10,86 | sS85 11,32 | 1016
4,00 g,21 281 10,82 578 11,30 1006

-3
Valorante GuSO4 9,875 10 M. Concentracidn

-4
de clorh. de moroxidina 6,667 10 M.

Tabla 24.- Influencia del medio en las valoracicnes conduc-

timétricas del clorhidrato de moroxidina con CuSO .

a
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Figura 19.- Influencia del medioc en las valoracio-
nes conductimétricas del clorhidrato de moraxidina

con CusO, ( ver tabla 24).
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curva I curva IT curva III

media NaOH medio NaOH mediao NTQQ—NHS
v(m1) pH | C”(ps) pH | G*(ps) pH | C”(pS)
0,00 10,95 =285 11,28 418 11,12 382
0,20 10,85 266 11,22 | 396 11,01 343
0,40 10,75{ 250 11,14 376 10,94 332
0,50 10,70 244 - - - -
0, &0 10,63 237 11,07 | ‘356 10,85| 325
0,70 10,66 231 - - - -
0,80 10,52 226 11,00 | 339 10,80 320
0,90 10,45| 221 - - - -
1,00 10,40 217 10,92 | 325 10,71 317
1,20 10,30 211 10,85 | 312 10,e6| 316
1,40 10,19 207 10,761 301 10,61 315
1,60 10,06 203 10,68 | 293 10,561 316
1,80 9,88 200 10,62 | 287 10,83 318
2,00 9,661 198 10,56 | 283 10,49 | 320
2,20 9,28 197 10,49 { 279 10,44 | 325
2,40 8,651 200 10,42 276 10,41 329
2,60 8,09 | 205 10,34 | 272 10,37 333
2,80 7,61 211 10,24} 270 10,34 | 337
3,00 7,341 215 10,13 | 267 10,29 | 343
3,20 7,19 221 9,98 | 264 - -
3,40 7,09 226 9,80 262 - -
3,60 7,02 232 9,83 260 - -

Valaorante Cu(Acetato)2 1,335 1l2]-2 M. Concentra-

-4
cibén del clorh. de metformin 8,06 10 .M.

Tabla 25.- Influencia del mediao en las valoraciones con-

ductimétricas del clorhidrato de metformin con Cu(Acetato)z.
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Figura 20.- Influencia del medio en las valoraciones

conductimétricas del clorhidrato de metformin' con

Cu (Acetato) (ver tabla 25).
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IT.2.3.3.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE REACTIVOS

De los resultzdos expuestos en el epartado anterior se eligen

como medios mds adecuados para la valoracidn los siguientes:
a).- Complejos sélidos

En primer lugar, se llevan a ﬁabo valoraciones para concentra
cicnes bajas de clorhexidima, del arden de 10_5 M, en los medios que
en principio parecen &ptimos (curvaII de la figura 9 s curvasIV
yV de la figura 15 ), con el objeto de utilizar aquellas condicior

nes que permitan gue la determinacidén sea lo mds sensible posible,

Las condiciones que se utilizan para la realizacidn de 1la cur
vaII de la figura 9 no permiten la determinacidén de cantidades
de biguanida del orden citado, si permitiendolo las utilizadas para

la obtencidn de las curvasIV y V de la figuralS5 .

A la vista de esto se concluye gue el medio Sptimo resulta ser
el proporcionado por 3 ml de NH40H 0,2 My, 9 ml de NaOH 0,01 M dilui-
do a 60 ml con etanol al 15%.

El criterio general seguido para la eleccidn del medio més ade
cuado se ha basado en un compromiso entre "angulo entre rectas" y

"cuantitividad de la reaccidén".

El valorante elegido es el Cu(Acetato)2 por proporcionar mencr

conductividad de fondo.

b).- Complejos solubles

De la aobservacidn de las grédficas correspondientes a las valg
raciones de metfcrmina y moroxidina con Cu(II), se elige como medio

6ptimo utilizando el criterio sefialado antericrmente, un pH entre
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11,00 - 11,50, que se consigue con NaOH y NH, en relacion 1:18.
El amonifaco se adiciona para tampomiar el pH del medio, de ese mo-
do el incremento de pH a lo largo dle la valeoracién no es signifi-

cativo.

La sal de Cu(II) utilizada como valorante es el CuSD4 acuoso,
ya que el acetato retrasa la formaciidn de los complejos correspon-

dientes,

Una vez seleccionado el medial se procede a variar las cconcen-
traciones relativas de analito y valorante, E1 rango de clorhidra-
to de clorhexidina estudiado va de .3,018 10° a 4,255 107 y
el de Cu(Acetato]2 utilizado como walorante va de 1,335 1070 a

1,335 1072 w,

‘ -4
El intervalo de metformin est-udiada va de 1,697 10 a 1,697

-3 -3
10 ©~ M y la concentracién de CuSDdhtUSCila entre 4,938 10 vy
5,938 107% W

Resultados y discusidn

a).- Complejos s6lidos

Los resultados obtenidos se dian en la tabla 26 y en la fi-
gura 23] . Se ohserva, que a mediad! gue admenta la concentracidn de
clorhidrato de clorhexidina en el miedic, el primer tramo de la valo-
racién cambia de valores negativos: de pendiente a positivos pasando
por cerc; este hecho es explicable teniendo en cuenta que la concen
tracién de valorante utilizada es c:ada vez mayor, por lo gue la con
dictividad de fondo ird aumentando jprogresivamente. Este mismo efec
to explica que la pendiente del segjundo tramo de la valoracidn su-

fra las mismas modificaciones.

También se observa que a meditda gue aumenta la cantidad de
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biguanida presente en el senc de la valoracién, el comienzo de la
reaccidn se va retrasando, ya que los primeros puntos se van apartan
do de la recta gue define el primer tramo de la determinacidn, esto
serd debido a le influencia que ejercen los complejos Cu(II)-aceta-
to, ya que este efecto es mds acusado a medida que aumenta la con-
centracidn de valorante. A este hecho también puede contribuir un
cambio inicial en la concentraci6n de hidrogeniones, ya que la solu-

cién valorante es ligeramente dcida. y los propios complejos aminados.
b).- Complejos solubles

Los resultados obtenidos se dan en la tabla 27 vy figura 22.
Se observa gue a medida que disminuye la concentrecidn desde 1,697
1D_3 Ma 1,697 10—4 M em metformina, el &ngulo entre el primer y se
gumdao tramo de la valoracidn va aumentando, pasando de tener la cur
va forma V para uma concentracién de 1,697 10—3M a no distinguirse
dos cambibs de pendiente para 1;697 10-4 M en metformina. Mientras
gue la pendiente del primer tramo de la valoracidn va disminuyendo
en términos de valor absoluto, tomando siempre valores regativos,
la correspondiente sl segundo tramo pasa de valores positivos a
negativos, hecho que es explicable teniendo en cuenta gue la mola?
ridad del valorante CuSD4 va disminuyendo a medida que bajamos la

concentracidn.

Las concentraciones de metformin que guedan dentro del inter
valo sefialado originan gréficas en forma ce L mds o menos abierta.
A mediad que aumenta la concentracidn del valorante y por tanto la
cantidad de biguanida presente, se observa un mayor distanciamiento
de los puntos iniciales de la valoracién, respecto de la recta que
marca el primer tramo, fenémeno que es imputable al hecho de que

el pH varia en mayor proporcidn.



curva I curva II1 curva I1T curva 1V curva V curva VI
virL) Tc(ps)| vim]) fc”{ps)] vlm1) Jc (ps) | v(m1) [ (ps)] v(m1) [ (ps) | v(m1) [c"(ps)
0,00 208 0,00 226 0,00 203" | 0,00 212 0,00 193 0,00 200
0,10 205 0,20 223 0,40 187 0,40 205 0,40 1€8 0,40 171
0,20 203 0,40 220 0,80 177 | 0,80 201 0,60 161 0,60 165
0,30 201 0,60 215 1,00 172 1,20 196 0,70 158 0,80 162
0,40 199 0,80 212 1,20 167 1,60 192 |-0,80 158 1,00 163
0,50 197 1,00 209 1,40 164 2,00 188 0,90 158 1,20 164
0,60 195 1,20 206 1,60 161 2,40 183 1,00 158 1,40 167
0,70 192 1,40 204 1,80 159 2,80 179 1,10 158 1,60 169
0,80 - 190 1,60 201 2,00 156 3,20 175 1,20 158 1,80 173
0,90 188 1,80 199 2,20 153 3,60 170 1,30 160 2,00 177
1,00 186 2,00 196 2,40 152 4,00 166 1,40 162 2,20 181
1,10 184 2,20 194 2,60 149 4,40 162 1,50 163 2,40 186
1,20 183 2,40 192 2,80 147 1,60 164 2,60 191
1,30 181 2,60 190 3,00 147 1,80 1€8 2,80 196
1,40 179 2,80 188 3,20 147 2,00 171 3,00 202
1,50 177 3,00 | 186 3,40 147 2,20 175 3,20 206
1,60 176 3,20 185 3,60 147 2,40 180 3,40 212
1,70 175 3,40 183 3,80 147 2,60 186 3,60 218
1,80 173 3,60 182 4,00 147 2,80 190 3,80 224
1,90 172 3,80 180 4,20 147 3,00 195 4,00 229
2,00 171 4,00 179 4,40 147
2,10 169 | a,20 178
2,20 168 4,40 177
2,30 167 4,60 176 ]
G=207,6-21,6m1| C£222,0--13,3ml1| C£183,3-13,7ml ££158,0 C4149,7412,5ml

r=0,999 r=0,999 r=0,999 r=1 r=0,999
£=196,2-12,7m1} C£202,4-5,8ml |C<147,0 C=121,7-24,4ml]| C2120,4427,1ml
r=0,998 r=0,997 r=1 r=0,999 r=0,999

. ; -3 Z -
Solucidn valorante Cu(Acetato) 1,335 10 MenIy II; 3,375 10 3 M IIT y IV y 1,335 10 2
M V y VI. Concgntracién de clorhidrato de clorhexidina (M); I, 3,018 10 °;

III, 1,504'10
3 ml.de 0,2 M NH

Tabla 26.- Influencia de la concentracidn de reactivos en las valoraciones

1V, blanco; V,
diluido a 60 ml con etanol al 15%.

3

11, 5,762 10 ;

3,404 100y VI, 4,255 10 . Medio: 9 ml de NaOH 0,01 M,

‘conductimétricas de clorhexidina con Cu(Acetato)z.

- IvT -
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Figura 21.- Influencia de la concentracién de reac-
tivos en las valoraciones conductimétricas de clor-

hexidina con Cu(Acetato)” (ver tabla 26).



- 143 -

curva I curva 1I ' curva II1 -curva IV curva V
v(m1) pH “(ps){v(m1) pH B (ps)vimr) pH E"(ps){v(m1)] pH E°(ps)[v(ml) pH B7(pS)

0,00 11,66/ 671 |0,00 11,56 582 |0,00[11,52|676 |0,00 11,61{767 |0,00 |11,49|800
0,10 11,66/ 669 |0,1011,55 576 |0;10[11,45/670 0,20 j11,60|750 |o,05 h1,3s|764
0,20 11,65/ 667 |(0,20(11,53|571 |0,20(11,46| 664 |0,40 11,57/ 738 |0,10 [11,26(736
0,30 f11,62| 664 |0,30|11,51{ 565 |0,30[11,45|658 |0,60 {11,54| 724 |0,15 h1,20| 702
0,40 f1,61) 661 |{0,40|11,52{ 559 |0,4011,44)651 |0,80 f11,50708 0,20 fi1,15|685
0,50 Hl,so 657 |0,50(11,51|555 |0,50[11,42(645 1,00 (11,49/696 |0,25 [11,10|668
0,60 11,58/ 654 |0,60[11,4e|551 |{0,60[11,41|638 |1,20011,47|686 |[0,30[1,05|653
0,70 1,57/ 651 {0,70[11,47|548 |0,70[11,39|633 |1,40 p1,45|/676 |0,35 |11,00|643
0,80 11,55/ 647 |0,80 [11,45( 544 0,80 [11,37{627 |1,60 [11,43|664 0,40 10,95|639
0,90 p1,54{ ea3 |0,90 11,44/ 540 |[0,9011,36|622 [1,80(11,40{655 |0,45 po,90|636
1,00 11,53 640 |1,00J11,43537 |1,00|11,35|617 |2,00 1,37|646 |0,50 [0,87|63a
1,10 11,52/ 635 |1,10(11,43{534 |(1,10(11,34/612 |2,20J11,35(636 |0,55 [10,84|636
1,20 11,51{630 |1,2011,42{531 (1,20 11,32|608 |2,40 f11,33|632 |o0,60 fi0,80|640
1,30 M11,51{627 |1,30|11,41|528 |1,30f11,31|603 |2,60 j11,30{625 |0,65 [0,76|646
1,40 n1,51y624 |1,40 11,40/ 526 |1,40 |11,30{600 |2,80 [11,29{623 |0,70 10,73|654
1,50 p1,50{ 621 |1,50 11,38/ 524 |1,50 [11,29|596 |3,00 f11,26|616 |0,75 ho,70|666
1,60 E1,49 619 |1,6011,37|522 |1,60(11,28|592 |3,20 11,25|614 |0 80 1O,67|679
1,70 p1,47{616 [1,70011,36/520 {1,7011,27|590 |3,40 f11,22]|611 |0,85 po,65|690
1,80 p1,45{ 613 |{1,80[11,36( 518 |1,8011,26|588 |3,60 f11,20|608 |0,90 ho,62|702
1,90 fi1,4af 610 |1,90 11,3s|517 |1,90f11,25|585 |3,80 fi1,19{607 |0,95 ho,60|716
2,00 1,43/ 607 |2,00 {11,34| 515 (2,00 {11,23{583 |4,00 |11,17|605 |1,00 ho,59|724
2,10 1,42| 604 |2,1011,33| 514 |2,10 11,22|s8L |4,20 h1i,15|603 |1,05 ho,s8|734
2,20 p1,40/ 602 |@,20 |11,32 513 |[2,20 11,21|578 |a,a40 11,13|602 |1,10 ho,ss8|7as
2,30 11,31} 512 |2,30 [11,19{575 |a,80 p1,11}600
2,40 11,30{ 511 |2,40 f11,18(574 |4,80 11,10|s599
2,50 [11,29] 510
2,60 [11,28] 509
2,70 11,27} 508
€i572,5-35,0ml |C2675,6-60,1ml |C<748,4-51,8ml |CZ745,0-300, Oml

r=0,997 r=0,999 r=0,999 r=0,997
C2535,0-10,0ml |C2629,0-23,0m1 |C2640,9-8,8ml  |C2481,04246,0ml
r=0,998 r=0,999 r=0,997 r=0,9992

- - . - -2

Valorante CuS0, 4,938 10 3M Iy II; 2,938 10 3 M IIT y IV y 9,938 10 _ M V. Concentra-
cién de metformin (M): I, 1,697 10 ; II, 2,546 10 ; III, 4,243 10 ; IV, 8,485 10

y V, 1,697 10 © M. Media: NaOH-NH_ (1:18).

Tabla 27.- Influencia de la concentracidn de reactivos en las valoraciones

conductimétricas de clorhidrato de metformin  con CuSDa.
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Figura 22.- Influencia de la concentracién de
reactivos en las valoraciones conductimétricas

de clorhidrato de metformin con CuSQ4 (ver tabla 27{f
v
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II.2.3.4.- CARACTERISTICAS ANALITICAS

De los resultados expuestos en el apartado anterior se deduce
que el procedimiento de valoracidn es aplicable, en principio, a
todo el intervalo estudiado para el clorhidrato de clorhexidina.
En cuanto al metformin, hay gque decir, que no es aplicable el métado
para disoluciones 1,697 lD'-4 M si el valorante utilizedo es CuSO

5 a4
4,938 10 M.

EXACTITUD, REPRODUCIBILIDAD E INTERVALO DE APLICACION
Método

Se estudia la exactitud, reproducibilidad e intervalo de apli-
cacién de la determinacién volumétrica de biguanidas con Cu(II),uti-
lizando indicador conductimétrico de puntd final. Para ello se rea-
lizan series de cinco experiencias para las concentraciones que cox

5_4,255 10_4'M en clorhidrato de

rresponden al intervelo 3,018 10
-4 -3 . .
clorhexidina y 2,546 10 -1,697 10 = M en metformina, en las condi-

ciones 6ptimas descritas en el apartado anterior.

Con el fin de obtener 1la exactifud del método los resultados
se comparan con los obtenidos al utilizar el método standard (valo-
racidén en medio acético glacial con HClU4 seguida potenciométrica-
mente. Electrodo de referencia: calomelanos relleno con metanol

saturado en KC1 y electrodo indicador de vidrio).

La reproducibilidad se da en funcidn de: la desviacién standard
relativa'sr(%), la desviacién standard media s/{n y de la varianza
2 .
s . Los valores discordantes se rechazan o no si quedan fuera del

intervalo de confianza X *st.

El ndmerc de cifras significativas dadas para la Molaridad y
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el volumen, son las que estan en consaonancia con el error de que
vienen afectadas debido a las restricciones impuestas por el mate-

rial utilizado.

Utilizando las tablas de Fischer se determinan los intervalos
de confianza dentro de los cuales se encontrarian representadas to-
das las medidas con un 95% y un 98% de probabilidad, asi como los
intervalos x ts/¥nh xt, para el cual el valor medio (verdadero)
tiene un 95% y un 98% de probabilidad de hallarse dentro de €1, y

el error de este valor medio %E=(100/%) (s/Vn) t .

Resul tadas
a).- Complejos sdélidos

Los resultados correspondientes a las valoraciones de disolucio
a4

’

- -4 -
nes de clorhidrato de clorhexidina 3,018 10 5, 5,869 10 , 3,404 10

-4 .
y 4,255 10 M se dan en las tablas 28,729, 30 , 31 , 32 .

La aplicacién del método standard da como resultado un 99,3%

de riqueza (Sr= 0,30 %) para el clorhidrato de clorhexidina.

En la table 33 se presenta un resumen de laz exactitud del méto-

do para cada una de las disoluciones de clorhidrato de clorhexidina

valoradas,

Las tablas 34 y 35 muestran para cada una de las concentraciones
de biguanida ensayadas, los pardametros que representzan la reproducibi
lidad, asi como la magnitud de los intervalos citados en el apartado
de método. En la tabla 36 se evalua si el método es o mo correcto

y si presenta errores sistemdticos.

A la vista de los resultados obtenidas se deduce que el método
-5
es aplicable en 21 intervalo de concerntraciones que va de 5,762 10
a 3,404 10"4 M ya que los errores evaluados estan’dentro del orden

de error imputable al matarial utilizada.

4
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La reproducibilidad del método es buena, como lo demuestran

los valores de "s" obtenidos para el intervalo de concentraciones

estudiado

b).- Complejos solubles

Los resultados correspondientes a las valoraciones de diso-
-4 -4 -4
luciones de metformina 2,546 10 , 4,243 10 , 8,485 10 y 1,697
-3
10 ~ M se dan en las tablas 37 38 , 39 , 40

’ ) ? .

La aplicacidén para la determinacién de la pureza de la metformi-

na, del método standard, da como resultado un 99,80 % (Sr= 0,39 %).

La exactitud del método para cada una de las disolucicnes de

metformina valoradas se presenta en la tabla 41 .,

Los pardmetros gue representan la reproducibilidad, asi como
la magnitud de los intervalos mencionados anteriormente en el apartado
de método se dan en las tablas 42 y 43 para cada una de las con-

centraciones de biguanida ensayadas.

Er la tabla 44 se evalua si el método es 8 no correcto y si

presenta 6 no errores sistemdticos.

A la vista de los resultados obtenidos, el método es aplicable
en el intervalo de concentraciones gue wa de 2,546 10_4 a 1,697 10_:3
M en metformina, ya que los errores evaluados estan dentro del orden
de error imputable al meterial utilizado. E1 método resulta correcto
y no presenta errores sistemdticos. La reproducibilidad del método es
buena tal cbmo lo demuestran los valores de la desviacién standard

obtenidos para el intervalo de concentraciones estudiado.

El método propuesto presenta un compromisc entre exactitud y
sensibilidad mds favorable que el método standard con indicador

visual de punto final (violeta cristal), hecho que se pone de mani-
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fiesto observando los resultados obtenidos al aplicar ambos métodos

en los intervalos de concentracidn que a continuacidn se dan:

Método standard

Intervalo ensayado.- 15,37 mg (% s, = 0,57, % Er =2,2) a 3,84 mg
de metformina (% s, = 0,5, % Er = 6,8).

Método propuesto

Intervalo ensayado.- 16,86 mg (% s = 1,66, % E = 2.0) a 2,53 mg
de metformin (% s, = 1,26, % Er =1,2).
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Valoracién Vial E Er(%) M Ealﬂ5 Er(%)
1 1,28 |-0,07 | s,2 ||2,848 107° -0,17 5,6
2 1,29 |-0,06 | 4,4 |[2,870 107° -0,15 4,9
3 1,30 |-0,05 3,7 ||2,893 107° -0,13 4,3
4 1,29 |-0,06 | 4,4 |2,870 1070 -0,15 4,9
5 1,32 {-0,03 | 2,2 ||2,937 107° -0,08 2,7
B 1,30 3,7 |l2,884 107° 4,4

. -5
Concentracidn de clorhidrato de clorhexidina 3,018 10 ~ M

< -3
Valorante Cu(Acetato)2 1,335 10 © M. Medic: 9 ml de NaOH 0,01 M,
3 ml de NH, 0,2 M diluido a 60 ml con etanol al 15%.

Tabla 28.- Exactitud de la determinacidn conductimétrica de
clorhexidina 3,02 10 M,

Valoracidn Vial Ea Er(%) M Ealo5 Er(%)
1 2,56 |-0,03 |[1,16 |5,696 107° -0,07 1,21
2 2,61 |+0,02 |0,77 |l5,807 10°° +0,05 0,87
3 2,56 {-0,03 |1,16 ||5,696 1070 -0,07 1,21
a 2,57 |-0,02 0,77 |5,718 107° -0,04 0,70
5 2,60 |+0,01 |0,39 {5,785 107° +0,02 0,35
% 2,58 0,40 ||5,740 107° 0,40

Concentracidn de Clorhidreto de clorhexidina 5,762 10—5 M.
-3
Valorante Cu(Acetato)2 1,335 10 ~ M. Medio: 9 ml de NaOH 0,01 M,

3 ml de NH3 0,2 M diluido a 60 ml con etanol al 15%.

Tabla 29.- Exactitud de la determinacidén conductimétrica de
clorhexidina 5,76 10 M.
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Valoracidn Vial £ Er(%) M Ea 104 Er(%)
1 2,69 | 0,02 |0,75 |1,513 10%{0,010 0,7
2 2,67 | 0,00 |0,00 f1,502 107%|0, 002 0,1
3 2,64 |-0,03 |1,12 {1,485 10%|0,020 1,3
a 2,65 |-0,02 |0,75 1,491 107% 0,013 0,9
5 2,65 |-0,02 |0,75 |{1,491 10’4 0,013 0,9
x 2,66 0,40 ||1,496 1074 0,5

Concentracién de clorhidrato de clorhexidina 1,504 1[]“4 M.

-3
Valorante Cu(Acetato)2 3,375 10 M. Medio: 9 ml de NaOH 0,01 M,
3 ml de NH, 0,2 M diluido a 60 ml con etanol al 15%.

Tabla 30.- Exactitud de la determinacidén conductimétrica de
clorhexidina 1,50 10 M.

Valoracién Vial E Er(%) M E_ 10* Er(%)
1 1,51 |-0,02 1,3 {8,360 1074 -0,04 1,2
2 1,49 |-0,04 2,6 [13,315 1074 -0,09 2,6
3 1,50 |-0,03 1,9 (13,338 10 -0,07 2,0
4 1,51 |-0,02 1,3 ||3,360 104 -0,04 1,2
5 1,54 |+0,01 0,7 13,427 1074 0,02 0,6
X 1,51 1,3 [I3,360 1074 1,2

: -4
Concentracidn de clorhidrato de clorhexidina 3,404 10 M.

‘Valorante Cu(Acetato)_ 1,335 10_2 M, Medio: 9 ml de NaOH 0,01 M,

2

3 ml de NH, 0,2 M duluido a 60 ml con etanol al 15%.

Tabla 31.- Exactitud de la deterﬂinacién conductimétrica de
clorhexidima 3,40 10 = M.
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Valoracién Vial E_ Er(%) M E_ 10 Er(%)
1 2,00 | 0,09 | 4,7 ||4,450 10 0,20 4,7
2 1,95 | 0,00 | 2,1 ||la,339 107%| 0,08 1,9
3 1,96 | 0,08 2,6 lla,361 1074 0,11 2,6
4 1,97 |o,06 | 3,1 ||a,383 1074 0,13 3,1
5 1,95 (0,04 | 2,1 ||4,339 104 0,08 1,9
X 1,97 3,1 {14,374 1074 2,8

Concentracién de clorhidrato de clorhexidina 4,255 10-4 M.

-2
Valorante Cu(Acetato)2 1,335 10 M. Medio: 9 ml de NaOH 0,01 M,
3 ml de NH, O,2M diluido a 60 ml con etanol al 15%.

Tabla 32.- Exactitud de la determinacidn conductimétrica de
clorhexidina 4,23 10 M,

Mval Veq vf Er(%) anadida Mhallada Er(%)
1,335 1072 1,35 | 1,30 3,7 | 3,018 107° 2,884 107° 4,4
1,335 107° 2,59 | 2,58 0,4 | 5,762 107° 5,740 107° 0,4
3,375 107° 2,67 | 2,66 0,4 |1,504 1074 1,496 1074 0,5
1,335 1072 1,53 | 1,51 1,3 | 3,404 1074 3,360 104 1,2
1,335 107° 1,91 {1,97 3,0 | 4,255 1074 4,374 1074 2,8

Tabla 33.- Exactitud del método
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0,86
1,43

1,21

(2,910,1) 10°
(5,710,2) 10°
(1,5010,04)10“4
(3,410,1) 104
(a,410,2) 1078

5
5

(2,88t0,05)10°
(5,7a4%0,08)10"
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5
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(1,50t0,02)10
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(3,3610,05)10
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1,77
1,37
1,12
1,87
1,60

Tabla 34.- Reproducibilidad

de Clorhexidina.

de los resultados respecto a la Molaridad del Clorhidrato

> P =0,058 P = 0,02
7| s s (%) s/vm Vist |Vist/Vn |E(%)| VUrst  Utst/Vn E(%)
1,30(2,3 1077 1,17]6,78 16:371,30t0,04 1,30¢0,02|1,34 |1,3040,05 1,3040,02 1,76
2,58|5,5 10°° 0,91|1,05 1072 2,58t0,06|2,5640,03 1,20 |2,5840,08 2,5840,04 1,37
2,66/4,0 1078 0,75|8,94 1073 2,66%0,02{2,66%0,02 (0,86 |2,6640,07 2,66+0,03 1,13
1,51 3,5‘10’4 1,24(8,37 1072 1,5140,041,5140,02 1,42 [1,5140,06 1,5140,03 1,86
1,97]4,3 1074 1,05|9,27 1072 |1,9740,05|1,9710,03 1,58 |1,97¢0,07 1,97:0,03 1,58

Tabla 35.- Reproducibilidad de los resultados respectoc al volumen final gastado de

valorante.

- ST -



MVal ;Veq Ve texp téxp teorico Aplicabilidad |Error sistemdtico
1,335 1072 1,35 | 1,30(3,297 |7,375 2,776 No correcto si
1,335 1070 2,59 | 2,58]|0,426 | 0,952 2,776 correcto no
3,375 1077 2,67 |2,66(0,500 [1,119 2,776 correcto " no
1,335 1072 1,53 |1,51|1,069 |2,389 2,776 correcto no
1,335 1072 1,91 | 1,97|2,893 | 6,472 2,776 No correcto si

Evaluacidn del error sistemdtico.

Tabla 36

- €GT -
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Valoracién Voail Ea Er(%) M E ;04 Er(%)
1 1,55| 0,00 0,0 asm.ufaogms 0,02
2 1,52 |-0,03 1,9 | 2,502 1074 -0,04 |[1,6
3 1,50}-0,05 3,2 | 2,469 10 -0,07 |2,7
a 1,541-0,01 0,7 |2,535 107 -0,01 |0,4
5 1,53 |-0,02 1,3 | 2,518 1074 -0,03 [1,2
X 1,53 1,3 | 2,515 107% 1,2

' -4
Concentracién de clorh. de metformin 2,546 10 ~ M. Val. CuS9O

-3
4,938 10

M. Medio: NH3—NaDH (15:1), pH aproximadamente 11,50,

Tabla 37.- Exactitud de la determinacidn conductimétrica

de metformin 2,55 10 M.

Valoracién Vial Ea Er(%) M E_ 10° Er(%)
1 1,28 | 0,00 | 0,0 |4,240 1074 0,003 | 0,07
2 1,28 | 0,0c | 0,0 |&,240 1074 0,003 | 0,07
3 1,26 }o0,02 | 1,6 4,174 1074 0,07 |1,6
a4 1,25 }0,03 | 2,3 4,141 104 0,1 |2,3
5 1,26 f0,02 | 1,6 |4,174 1074 0,07 | 1,6
X 1,27 0,8 |a,194 104 1,1
AConcentracién de clorh. de metformin 4,243 10_4 M. Val. CuSO4
9,938 107° M. Medio: NH_ -NaOH (15:1), pH aproximadamente 11,50,

Tabla 38.- Exactitud de 1la determ%nacién conductimétrica

de metformin

4,24 10

Ml

O
e 2%
VA\.U‘C‘ , »»
° g
S
L\
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Valoracién Va1 E Er(%) M E_ Er(%)
1 2,53 |-0,03} 1,2 B,BBlulDta -0,1 1,2
2 2,50 |-0,06{ 2,3 |8,280 1074 -0,2 2,4
3 2,55 |-0,01| 0,4 |8,447 1074 -0,04| 0,5
a 2,54 |-0,02| 0,8 |B,414 1074 -0,07 | 0,8
5 2,55 |-0,01| 0,4 |8,447 w04 -0,04| 0,5
P 2,54 0,8 |8,39a 104 1,1

‘ ’ -4
Cancentracidn de clorh. de metformin 8,485 10 M. Vval. CuSD4
-3 -
9,938 10 M. Medio: NHB—NaDH (15:1), pH aproximadamente 11,50.
Tabla 39.- Exactitud de la determinacidn conductimétrica de
metformin 8,49 10 M.

Valorante Vial E Er(%) M “E Er(%)
1 0,42 {0,02 | 3,2 [1,623 107° -0,07]| 3,5
2 0,50 |0,01 | 1,9 |1,656 107° -0,04| 2,3
3 0,50 |0,01 | 1,9 [1,656 107° -0,04| 2,3
4 0,51 (0,00 | 0,0 {1,689 107° -0,01} 0,5
5 0,51 |0,00 | 0,0 {1,689 1072 -0,01}{ 0,5
x 0,50 1,9 [1,663 1072 2,0

-3

Concentracidn de clorh. de metformin 1,697 10 M. Val. CuSD4
-2 !

9,938 10 ~ M. Medio NH_-NaOH (15:1), pH aproximadamente 11,50.

Tabla 40.- Exactitud en la determinacidn conductimétrica de
metformin 1,70 10 M.



Mvalorante Veq -V-f" E;(%) Maﬁadida Mhallada. Er(%)
4,938 107> 1,55 {1,583 1,3 |l2,546 107? 2,515 1078 1,2
9,938 1072 .1,28 | 1,27 0,8 |[{4,243 1078 4,194 107% 1,1.
9,938 1073 2,56 | 2,5a | 0,8 [8,a85 1074 8,394 107% 1,1
9,938 1072 0,510 |o,50 | 1,9 [[1,697 107 1,663 1072 2,0
Tabla 41.- Exactitud del método.
— 5 _ P_= 0,05 P=_0,02
M s s (%) | s/VA Msst Mist/fn E(%) Mist Mist/Vn E(%
2,515 1w0? 9,98 1977 1,26 |1,412 107° (2,52';0,08)10'4 (2,52t0,04)10’4 1,56 (2,5*10,1)10’4 (2,5240,05)10~" 2,00
4,194 1074 1,96 107 1,06 {1,98 1078 (4,210,1) 1074 (4,19:0‘,06)10‘4 1,31 (4.210,2)10'4 (4,19!0,07)10'4 1,77
8,394 1074 4,80 107 0,82 3,10 10'6‘ (8,4%0,2) 1074 (a,as):o,oa)lo'4 1,02 (8,420,3)10'4 (8,410,1) 107° 1,38
1,663 1073 2,62 10710 1,66 {1,23 1073 (1,56!0,08)10‘4 (1,55:0,03)10'4 2,00 (1,710,1)10'4 (1,5530,05)10'4 2,60

Tabla 42.- Reproducibilidad de los resultados respecto

a la molaridad 'de metformina

= 9ST -



P = 0,05
Vest/vn |E(%)

(1,53t0,02){1,56|(1,5310,07)

P = 0,02
Uest/{n |E(%)

(1,53t0,03)|2,00

— 2
v s % s_ s/Vn

a

Vist Vist

=3
1,26(8,6 10 " {(1,53%0,05)

3

1,53(3,7 10

(1,27¢+0,04) |(1,27¢0,02)|1,31 |(1,27+0,05) |(1,27t0,02)]1,77

2,54+0,06) |(2,54¢0,03)|1,01 |(2,54%0,08) |(2,54+0,04) |1,37
]

-4 -
1,27|1,8 10 |1,06|6,0 10

a4 3

2,54|4,3 10 |0,82|9,3 10"

5 3

(o0,50t0,01) 2,80

0,50/7,0 10 " 1,67/3,7 10 " |(0,50¢t0,02) |(0,50¢0,01)|2,00 [(0,50+0,03)

Reproducibilidad de los resultados respecto al volumen fipal gastado de valorante.

Tabla 43
v v t t” .. Aplicabilidad Error sistematico
valorante eq) f exp exp tedrico
-3
4,938 10 1,551,53(1,040(2,325 | 2,776 correcto no
-3
9,938 10 1,28 11,27(0,745|1,667 | 2,776 correcto no
-3
9,938 10 |2,56(2,54(0,9€642,157 | 2,776 carrecto no
-2
9,938 10 ~ |0,51 |0,50|1,196|2,674 | 2,776 correcto " no .
o
Evaluaci6n del error sistematico ~
]

Tabla 44
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11.2.3.5.— INFLUENCIA DE ESPECIES EXTRANAS

Metodo

Se procede a la valoracion de clorhidrato de clorhexidina y met-
formina en presencia de sustancias extrarfias, y que normalmente se encuen
tran junto al analito en los productos farmaceuticos (acido ascorbicao,
benzocaina, acido acetisalicilico y sacarosa) y elige un "techo" de 100
veces la concentracién de analito, 6 en su defecto, un error en la deter
minacién de biguanida del 3%.

Les soluciones de &cido ascaorbico y acetilsalicilico se neutrali-
zan con NaOH antes de su utilizacién. La benzocafna se prepara en solu-
cion etandlica.

Se utiliza una concentracion de clorhidrato de clorhexidina de
1,50 1074 M, como valorante Cu(Ac)2 3,59 1070 W y el medio se hace Op-
timo (S ml. de NaOH 0,01 M, 3 ml de NH3 0,02 M diluido a 60 ml con
etancl al 15%).

-4
Las soluciones de metformin utilizadas son 8,49 10 M, como va-
-3
lorante se utiliza CuSD4 9,94 10 My el medio se ajusta a pH aproxi-

madamente 11,50 con NaOK : NH, (1:15).
Se realizan tres replicas para cada valoracion.

Resultados y discusion

a) Complejos sd&lidos

Los resultados obtenidos se dan en la tabla 45
/
El acido ascorbico no interfiere aun en un exceso de 100 veces
sobre €l clorhidreto de clorhexidina, mientras que la sacarosa no mo-

lesta cuando esta presente en un exceso de 50 veces.

La benzocaina y el acido acetilsalicllico no interfieren cuando

su concentracion es 10 veces superior a la de la biguanida.

Las gréficas obtenidas son iguales a las obtenidas para la clor-



- 159 -

hexidina, pero desplazadas a valores de conductividad superiores para
el caso del acido ascdrbico y el acido acetiisalicflico, mientras que
la sacarasa y benzocafina modifican la forma de lacurva, disminiyendo
en pequefio grado el dngulo entre las dos rectas correspondientes a los

./ . . . « o .
dos tramos de la valoracion, diferencia que no es significativa.

b) Complejos solubles:

Los resultados obtenidos se dan en la tabla 45

A diferencia de lo que ocurre para el caso anterior, el bcido
aschrbico no molesta cuando su concentracidn es 10 veces menor que la
correspondiente a la biguanida. Esto es explicable teniendo en cuenta
el efecto que el Cu(II) genera scbre las disoluciones de acido ascor-
bico en medio bésico, acelerando su descomposicibdn; en el caso de la
formacién de complejos sblidos, el Cu(II) pasa a formar parte de otra
fase, no permaneciendo en la solucibn, con lo que el efecto sefalado
se anula, mientras: que en el caso de la formacidn de complejos solu-
bles al quedar el Cu(II) en la solucidn, ambas reacciones compiten

influyendo en la determinacidn de metformin.

La sacarosa no interfiere cuando su concentracibn es 100 veces
superior a la biguanida, la determinacidn admite 15 veces de exceso de
acido acetilsalici{lico. Le benzocaima no interfiere; en las condiciones
de trabajo solo puede existir disuelta en una concentracion doble a la

correspondiente al metformin, si la cantidad es superior precipita.

Las graficas obtenidas son iguales a las gue se obtienen cuando
el metformin es la (nica especie gue existe en solucidn, excepto para
el caso del &cidc ascérbico que en vez de tomar la curva forma de L,
lo hace de V, al aumentar la pendiente del segundo tramo de la valora-
cién, por dar un balance mds positivo los iones que dan lugar a la

conductividad en este caso.



Clor. clorhexidina Especie Concentracidén de {Clor. Clorhexidina % Er
(M) afadido Interferente Interferente (M) [ (M) hallada
- — -4
1.50 10 4 Ac. Ascérbico 1.500 10 e 1.48 10 1.1
-4 -3 -4
1.50 10 Sacarosa 7.49 10 1.53 10 2.4
- Ac. Acetil - -3 -4 _
1.50 1077 c. Acetil 1.50 10 1.49 10 0.7
a salicllico . _ a
1.50 10 Benzocaina 1.50 10 1.46 10 2,72

Tabla 45, — Estudio de interferencias para el clorhidrato de chlorhexidina.

Metformina (M) |Especie Concentracidn de Metformina (M) |% E.
anadida Interferente Interferente (M) hallada
- -5 —4
8,49 10 4 Ac. Ascorbico 8.5 10 8.32 10 1.9
- -2 -4
8.49 10 4 Sacarosa 8.49 10 8.61 10 1.5
8.49 1077 Ac. Acetil - 1.27 107° 8.26 107" 2.7
a salicilico 3 4
8.49 10 Benzocaina 1.70 10 8.22 10 3.0

Tabla 46 . — Estudio de interferencias para la metformin-

= 09T-
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IT.2.3.6.- PREPARADOS FARMACEUTICOS |

Se procede a la determinacidén del contenido en biguanidas en
diversos medicamentos, la bandad del valor obtenido se deduce por
comparacidén con los valores declarados, asi como los obtenidos uti

lizando la valoracidn con HClO4 en medio acético glacial.

Los preparados farmaceuticos utilizados y su tratamiento se
expone a continuacidn:
HIBITANE SOLUCION CONCENTRADA AL 5 % (Digluconato de clorhexidina).
Método propuesta:

Se toman 4 ml de solucidén de Hibitane al 5% diluida 10 veces
con agua destilada, se afaden 3 ml de NH3 0.2 M, 9 ml de NaOH 0.01
My se lleva a 60 ml haciendose el mediq‘lS% etandlico; la disolu-

cién resultante se valora con Cu(Acetato)2 1,35 10 © M,

Para la aplicacidén del método standard se propone el siguien-
te tratamiento previo de la muestra:
Se toma 1 ml de Hibitane 5 % , se lleva a unos 20 ml con agua desti
lada, el medio se hace 1 M en NaOH con 1o que pracipita la clorhe -
xidina en su forma de base libre. Se separa el s6lido blanco forma
do por filtracidn en placa porosa del nimerc 5 y se seca a 11092C
durante dos horas. A continuzcidn se disuelve el precipitado con
dcido acético glacial y se procede a su valoracidén con HClO4 e,21
10 M, utilizando indicador potenciométrico de punto final.
PROGUANIL
Método propuesto:

Se toman 4,5 ml de una solucidn que contiene 0.8822g/1 de pro
guanil, se afaden 3 ml de NH3 0.2 M, 9 ml de NaOH 0,01 M y se lleva

a 60 ml, haciendose el medio 15 % etandlico procediendose a su valo-

racién con Cu(Acetato)2 2.80 1072 y,
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Método standard:

Se toman 5 ml de una solucién de proguanil en acético glacial
gue contiene 4.72 g/l, se afiaden 5 ml de HgCl2 5 % y se procede a
su valoracidn con HClO4 9.21 10'-2 M utilizando indicador potencio-

métrico de punto final.
CCULDINA (Moroxidina)

Método propuesto:

Alrededor de 3,5 g de muestra pulverizada y homogeneizade en
mortero de vidrio se pesan con una precisidén de 0,0001 g y se di -
suelven en 250 ml de agua destilada. Para eliminar el dcido ascérbi
co se toman 50 ml de disolucidn y se afiaden 5 ml de H202 3%, se man-
tiene en ebullicién 15 min, se enfria y se lleva el volumen a 100
ml. Se toman 20 ml de la muestra asi tratada, se afiade NaOH 0.06 M
y NH:3 2 M en proporcidn 1:15 (pH 11.00—11.50) y se lleva el volumen

a 60 ml, valordndose con CuS0, 9.94 1072 W,

El método standard conduce a resultados erroneos.
GLUCOPHAGE tabletas (Metformin )
Método propuesto:

Alrededor de 0,9 g de muestra pulverizada y homogeneizada en
mortero de vidrio se pesan con una precisidén de 0.0001 g y se di -
suelven en £00 ml de agua destilada. Se toman 5 ml de la solucidn,
se afade NaOH 0,06 M vy NH:3 2 M en relecién 1:15 (pH 11.00-11.50) y

-3
se lleva el volumen a 60 ml valordncose con CuSD4 2.94 10 M.

Método standard:

Se pesan alrededor de 0.05 g del medicamento pulverizado y

homogeneizado en mortero de vidrio, con una precisidn ce 0.0001 g;
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se disuelven en &cido acético glacial, se anaden 5 ml de HgCl2 y se
-2 » s
valoran con HDlO4 9.44 10 M utilizando indicador potenciométrico

de punto final.

Para cada determinacidén se realizan 3 valoraciones.

Se aplica el método de Vrestal et al. a las curvas de valo -
racién obtenidas con el objeto de determinar el intervalo de confian

za en la determinacién del punto final.( 184 ).

El mencionado método se basa en las siguientes consideraciones:
Los 1limites de confianza para un nivel de seguridad determinado, se
presentan como dos ramas de curva a ambos ladaos de la recta ajusta-
da, de forma que la minima distancia entre ellas corresponde a xi=
X. Vrestal propone un método simplificado, supone dos rectas defini-
torias de la zona de confianza, asintdticas a las ramas de las cur-
vas y que se cortan en el punto (X,y). El intervalo de confianza del
punto final gueda determinado por la interseccidén de estas dos rec-

tas de confianza. La expresidn resultante es:

K(bl—bz) + Kx(a_-a

1%
ic =2
2 2
(al—az) - K
donde:
Ki=s1% — 8550
%= Sa1%1%17%a2 %0
iendo: ,
si1endg n 1/2
51

2
+b -
1 (apxgrbi-y,)

Sa1 1/2

n
- si = e
\(nl 2) > (xi xi)
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s S -
n 1/2
2 2
1 lagxgb -y, )

Sa2

n 172
2 - L2
(n2—2) %- (xi—xz)

\ )

siendo:
tl, t2.— los valores de la abscisa de la distribucidn de Student pa-
ra V= ni—2 tomados con un nivel de significacién %.

n n2.— nimero de puntos tomados para ajustar la recta anterior

1,
(nl) y posterior (n2) al punto final.

X1 ?2.— media aritmética de las abscisas de los puntos‘QUe intervie-~

nen en el ajuste.

Resultadaos

Los resultados obtenidos en la aplicacién del método standard
y el propuesto a los distintos medicamentos se dan en la tabla 47
Se observa una gran similitud entre las determinaciones por ambos

métodos.

La cuantitividad de la precipitacidn de la clorhexidina en su
forma de base libre se comprueba realizando el mismo tratamiento a
‘una solucidn de clorhexidina (digluconato ) al 20 % doneda por ICI
Farma (boletin de control ICI Farma 19,8 %; precipitacién propues-
ta 19.3%). Tambien se ha determinado el digluconato de clorhexidima
que contiene el Hibitane,segdn el método propuesto por la Farmacopea
Britdnica para la solucién al 20 % , conduciendo a un resultado
del 4.5 % igual al obtenido por el procedimiento conductimétrico

propuesto.

Las graficas correspondientes a las distintas valoraciones

se dan en las figuras 23 , 24 , 25, 26 .
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La aplicaci6n>del método de Vrestal da un intervalo de con-
fianza para la determinacidén de digluconato de clorhexidina en
Hibitane al 5 % solucion concentrada, de 0,14 ml de Cu(Acetato)2
1,35 10'—2 M para un volumen final de 1;48 ml y un nivel de probabi
lidad del 95 %. Para la determinacidén de proguanil resulta ser de
0.10 ml de Cu(Acetat0)2 2,80 100w para un volumen final de 2,40

ml y el mismo nivel de probabilidad.

El intervalo de confianza para la determinacién de moroxidina
en tabletas de couldina resulta ser de 0,10 ml de CuS0, 9.94 107
para un volumen final de 0,96 ml y un nivel de probabilidad del
95% . Para la determinacidén de metformin en tabletas de Glucophage
resulta ger de 0,11 ml de GuSD4 9,94 11‘.\_3 M para un volumen final

de 2.5 ml y el mismo nivel de probabilidad.

A la vista de la tabla, figuras mencionadas y de los resulta-
dos obtenidos en la aplicacidn dei método de Vrestal se puede decir:
que la determinacidén de las mencionadas biguanidas en los citados
medicamentos es exacta y segura. E1l método es general y la deter-
minacidn resulta rdpida, invirtiéndose de 20 a 30 minutos en su
realizacién. La utilizacidn del método standard requiere mds tiempo,
ya gue aunque no se tenga que tratar la muestra previamente a la de-
terminacidn, caso en el gque el tiempo invertido es muy superior,

el material a utilizar ha de estar exento de agua .

valor declarado valor método valor método
standard propuesto
HIBITANE S % 5% 4,6 % 4.5 %
PROGUANIL - 99,8 % 98.8 %
COULDINA 100 mg - 99.1 mg
GLUCOPHAGE 850 mg 826 mg 823 mg

Tabla 47.- Determinacidn de biguanidas en medicamentos.
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150

1.00 2.00 v(ml)

Figura 23 .- Determinacién conductimétrica de clorhexidina

en Hibitane 5 %.

240

220

200

1.00 2.00 aoo v (m

Figura 24.- Determinacién conductimétrica de Proguanil.
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1,00 v/v
eq. (
Figura 25.- Determinacién ccnductimétrica de metformina

en tabletas de Glucophage.

1,00 v/v
eq
Figura 26.- Determinacién ccnductimétrica de morcxidina

en tabletas de Cculdina.
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II.2.4.- CONCLUSIONES

— Se determinan las constantes de acidez de la 2-sulfoetilbigua-
nida. La aplicacidn del m&todo de los promedios a las lecturas
de absarbancia a 232 nm de disoluciones a diferentes pH de bi-
guanida, da un valor para el pKa2 de 3,2f10,2. A partir del
método potenciométrico se calculan pKa3, pKa2 y pKal, siendo
los valores obtenidos de 0,85, 2,97 (método de Speakman) y
11,38 (método analitico), respectivamente.

- E1 prs de la agrupacién Cu(II) - 2-sulfoetilbiguanida de es-
tequiometria 1:2 (medidas espectrofotométricas y conductimétri
cas) calculado a partir del método de solubilidad resulta ser
20,62.

- Se aprovecha la reaccién entre el Cu(II) y las biguanidas para
proponer un método volumétrico de estas Gltimas, utilizando
indicador conductimétrico de punto final. Las biguanidas estu-
diadas son: clorhexidina, proguanil, metformin y moroxidina;
formando las dos orimeras complejos sdlidos y las dltimas
solubles.

~ Se estudia la influencia del medio (pH, presencia de NH3 y con
centracidn de etanol para el caso de los precipitados); tambien
se ensayan como valorante distintas sales de Cu(II). Los medios
mds adecuados para la valoracidn son: |
A).- Complejos sélidos.- 3 ml de NH,OH 0,2 M, 9 ml de NaOH 0,01

M diluido a 60 ml con etanol al 15 %.
B).- Complejos solubles.- pH entre 11,00 - 11,50 gue se consi-
gue con NaOH - NH_ en relacidn 1:15.

3
Las sales de>Cu(II) elegidas como valorantes son el Cu(Acetato)
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gara el caso de la clorhexidina y proguanil y el CuSD4 para el
metformin y la moroxidina.

Se estudia la influencia de la concentracién de reactivos en
la forma de las curvas obtenidas para el clorhidrato de clor-
hexidina (rango de concentracién estudiado 3,02 10—5 - 4,26
1074 M) y el clorhidrato de metformin (1,70 104 - 1,70 10’3m).
E1l método es aplicable en el intervalo de concentraciones de
clorhexidina que va de 5,76 10"5 - 3,40 1(2]—4 M con un error
relativo que oscila entre 0,4 y 1,3 %, la dsr varia de 0,9 a
1,2 %. Péra el caso del clorhidrato de metformin el rango de
aplicacién es 2,55 10 - 1,70 10_3, oscilando el error rela-
tivo entre 1,1 y 2,0 % y la dsr entre 0,8 vy 1,7 %.

El &cido asclrbico no interfiere en la determinacidn en un ex-
ceso de 100 veces sobre la concentracidn de clorhexidina (com-
plejos sélidos), mientras que la sacarosa de 50. La benzocaimm
y el Acido acetilsalicilico no molestan cuando su concentra-
cidn es 10 veces superior. ‘

El &cido ascérbico no interfiere en la determinacidn de met-
formin (complejos solubles) con Cu(II) cuando estd 10 veces en
defecto. La sacarosa no interfiere cuando su concentracidn es
100 veces superior a la biguaﬁida, la determinacidn admite 15
veces de exceso de &cido acetilsalicilico. La benzocaina no
molesta.

Se procede a la determinacidn de biguanidas en preparados far-

maceuticos : Digluconato de clorhexidina en HIbitane 5 %
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(método propuesto 4,5 %. Método standard 4;6 %); clorhidrato de
proguanil (método propuesto 98,8 %. Método standard 99,8 %) ;

clorhidrato de moroxidina en Couldina (método propuesto 99,1 mg)
Método standard - . Declarado 100 mg); clorhidrato de metformin

en Glucophage (método propuesto 823 mg. Método standard 823 mg).
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IT.3.1.- PROGRAMA DE CALCULO

Ordenador : Calculadora programable CASIO FX-702P.
Lengua je : Basic.

Ocupacidn memoria : 1270 pasos de programa, Instruccién DEFM 4.

Er el presente programa, se ha utilizado la tabla 48 ’
en la cue aparecen los valores constantes por los que se multipli -
can los valores de absorbancia & tranmsmitancia ( obtenidos en el
intervalo 380 a 770 nm cada 10 nm) para el cdélculo de los valo -
res triestimulus. También se utilizan las formulas que figuran en
la tabla 3, con las que se obtienen las coordenadas cromdticas en

los distintos sistemas (excepto el RUCS 1939) y el velor de la con-

centracidn dptica.

Para acceder a los resultados, se introducen ccnsecutivamen-
te los 40 datos de absorbancia (color complementario) & de transmi-
tancia (color vefdadero) utilizando 1la insfruccién EXE despues de
cada dato. Al introducir el Gltimo dato (de longitud de onda 770
nm) aparece el primer resultado y aplicando la instruccién CONT apa-

receran sucesivamente todos los demds. Estos resultadaos son:

X, Y, Z (valores triestimulus); W (suma de los anteriores);
X,Y,2, (coordenadas crométicas x,y, z en el CIE 1931); J (concen-
tracién 6ptica); LU (luminosidad); U,V (coordenadas u,v. Sistema

CIE 1960); A,B,L (coorderadas & H*(*. Sistema Cie *a*d 1976).

Una forma de comprobar que el programa s@ ha escrito correc-
tamente, es dar a todas las absorbancias el valor unidad (este caso

corresponde al punto gris); Los resultados han de ser los siguientes:
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x
1}

98041, Y = 100000, Z = 118103, W = 316144, X = 0.3101150109,

0.3183115542, Z = 0.3735734349, J =1, LU =1, U = 0.2008676723,

0.3073219453, A = 0, B = 0, L = 100,0036.

El listado del programa se muestra en la figura 27 .

El diagrama de flujo correspondiente al programa descrito

se da en la figura @28 , siendo:

(a) 1.- Inicio; 2.- Entrada de datos: absorbancia & transmitancia;
3.- Calculo de X,Y,Z-impresién de X,Y,Z; .4.- cdlculo de J, X,y,u,v-

impresién de J,x,y,u,v; 5.- subrutina 1; 6.-subrutina 2;7.- subruti-

¥ *

na 3; 8.- cdlculo de a™, b¥, ¥-impresién de a*, b¥ % y 9.-fin.

(b) Subrutinas.- l.-Inicio; 2.- subrutina 1:2 x/xoj’D.ODBBSS :
3,4.- cédlculo de F(1). Subrutina 2: 2y/y_> 0,008856; 3,4.- cdlculo
de F(2). Subrutina 3: 2zé>0,008856; 3,4.- cdlculo de F(3); y

5.- fin.
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X (ilox (Pfyx <KX
380 4 1 20
00 10 80
<00 8.1 2 404
10 320 0 1570
20 1238 37 5049
no 21(07 122 14028
<0 3075 262 10038
450 30)5 443 20638
f.0 3302 filM 19209
70 2272 1038 14072
80 1112 I0IC 0401
00 non 2358 5274
500 52 3401 2864
10 50 4833 1520
20 57(1 6462 712
no 1523 7034 383
<0 2785 0140 195
0 4282 0832 80
00 6880 93 fl 39
70 7322 0147 ' 20
80 8417 7002 10
Do 8084 0027 10
000 8010 6310 7
10 8325 4470 2
20 7070 3153 2
30 5300 21U0
40 3G03 1443
«50 2340 88(1
00 1301 004
70 708 259
80 300 . 134
DO 171 02
7110 R2 20
10 ' 30 14
20 10 0
no 8 3
40 4 2
750 2 1
00 1 1
70 1

08011 10WKX) 118103

=*_y», 1. 0.3101 0.3103  0.3730

Tabla 48.- Funcién de distribucién CIE para el iluminante
C. Reproducida de M.G. Mellon "Analytical Absortion Spec-

troscopy" Wiley, New York, 1950, p 529.



5 VAC
10 I1B? A,3,C,B,E,?,G,H,I,J,X,L,M,N,0,?,Q,R,S,TfA0,Al1,A2,A3,A4
20 IBP A5,A6,A7,A8,A9,30,31,32,33,B4,B5.36,37,38,B9
30Ci-Ak4. +Bxi9 + C*85 + D» 329 +E * 1238 +

P x 2997 + Gx 3975 + Hx 3915 + I x3362
40 02alJ x 2272 + Kx 1112 + Lx 363 + M* 52+ B x 89

+ O x 576 +? x 1523 + Q* 2785 + R x 4282

50 €3-S x 5880 + 1 X 7322-+ A0 x 8417 + Al x 8984
+ A2 x 8949 +* A3 * 8325 + A4 * 7070

60 CdwAS * 5309 + A6 x 3693 + A7 x 2349 + a8x1361
+ A9 x 708 + BO x 369. +Bl x 171

70 C5- 32 x 82 + B3 x 39 + B4 x19 +B5 x 8 +B6 x 4

+ B7 x 2+ B3 + B9

+ C2403

"X =H ;I

80 I -Cl +04 +05
90 PRI
100 00- C

+ Hx 443 + 1 x 694 +J x 1058 + Kx 1618

x2 43 x 9+ E x37 +7? x 122 + Gx 262

110 06« L x 2358 + Mx 3401 + B x 4833 4 0x 6462
+ Px7934 4 Qx 9149

120 07 - T x 9147 + A0 x 7992 + Al x 6627 + A x 5316

+ Rx 9832 +Sx 9841

+ A3x 4176 + A4 x 3153 4 A5 x 2190
130 08 =A6 x 1443 + A7 x 886 + A8 X 504 + A% 259
+ BOx 134 + B1 x 62 +B2 x 29 + B3x 14
140 09»34 x6 + B5 x 3 +B6 x2 + 37 + B8
150 'Y -00 + 06+07 +08 409

160 PEI"Ya" } Y

Programa de céalculo para

Figura 27.-

170

180

190

200
210
214
215
216
217

220
230

240

250
260

501

DI= Ax 20 + Bx 8 + Cx404 +Dx 1570 + E x 5949

+P x 14628 + (x +Hx 20638

19938
32=1 x 19299 +J x 14972 + K x 9461 4 L x 5274
1520 + 0s 712 + P ; i 388

20 + A0« 16

+Mx 2864 + B x
D3 » Qx 195 + Rx 8 + S x 39 + T x
+ Al x 10 + A2 x7 + A3 x 2+ Ad x 2

Z » DI + D2 + D3

PRI M «" ; Z

34 - .008856:35 - 1/98041:36 = Y/1E5:37 - Z/118103
IP 35>34; n* 36>34;’1F 37>345GSB 500
r? 35¢ 34; JF 36- 34;1? 371 34 5PRI hNO"
U-4xV(X + 1I5x Y+3 xZ):

v -6xY/N(Z + 15x Y+ 3 x2)
W-1+Y+ Z; PRI "V

I -X/NiO »Y/W s2Z-Z/W : PRT "I =* ;
"Y «+ (O, -Z s Z

J - W316144 : PRI "Jm ; J

Q - Y/1E5: PRI "L3 «" 1 Q

PRI "U «" ; U , «" }V ., "A ;A
"3 -- {3, “L j L

A » 500 * (35¢t(1/3) - 36f(1/3))
B »200 x (361(1/3) - E7t(1/3))

L =116 x (36t(1/3) -.1379) : RET

la obtencién de los datos cromaticos.

H SLT H
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Figura‘28.— Diagrama de flujo

= 9.1 -



- 177 -

II.3.2.- ESTUDIO GCROMATICO — COMPARATIVO DE

INDICADORES
La eleccién del indicador adecuado para una valoracidn dcido-
base en solucidn acuosa es relativamente sencilla, ya que basta con
conocer el pH del punto de egbivalencia y el incremento de pH corres

pondiente al intervalo de transicién de color de los diversos indi-

cadores.

Para valoraciones en disolventes no acuosos resulta menos sim
ple la eleccién del indicador idéneo dada la dificultad de adecuar
rangos de pH a intervalos de viraje, éstos se suelen evaluar a par-
tir de le valoracidn potenciométrica correspondiente. Sin embargo,
para disolventes con baja constante dielectrica es mds dificil ade-
cuar el viraje del indicador a los valores potenciométricos por fal-
ta de reproducibilidad, ya que habrd una deficiencia de ionizacién

en beneficio de una mayor formacién de pares idnicos.

Las determinaciones volumétricas en medio no acuoso son de
considerable importancia en andlisis de muestras farmaceuticas
y han sido adoptadas como métodos standars en las farmacopeas. El
punto final de la valoracidn se determine potenciométricamente é
bien mediante un indicador visual de punto final, procedimiento

€ste mucho mds rdpida.

En la bibliografia se proponen varios indicadores para la va-
loracidn de bases débilesven medio acético glacial, pero no existe
un criterio objetivo de evaluacién de la:calidad de los mismos. Por
esta razén, en esta memoria se realiza dicha evaluacién en base a
"Complementary Tristimulus Colorimetry". Para ello, se establece

la transicidm cromdtica de cada indicador y se representa en las
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diagramas de color; de la longitud y posicién de cada una de estas
curvas se obtienen unas primeras conclusiones, que luegoc se confir-
man y amplian a partir de los diagramas AJ[AV y-AEf/Av. Dichos dia-
gramas, muestran la concordancia entre la transicidn del indicador
"y el punto de equivalencia, es decir, dan la exactitud. También,
muestran lé nitidez del viraje del indicador al indicar la magni-

tud de la variacidn de color en el punto final.

Se ha realizado el estudio scbre 5 indicadores, de los cuales
dos (violeta cristal y violeta de metilo) presentan tres estadios
de color, otros dos (0.0 Tropaoclin y verde cde malaquita) dos cambios
de color y, el (Gltimo, purpura de bromocresol, marca el punto final

por desaparicidn de color.

Ei estudio se ha realizado con el compuesto perteneciente al
grupo de las biguanidas, denominado "metformin ". Esta sustancia
nosee en su estructura 3 grupos amincs; en la valoracidn de éste
en medio acético glacial tan solo se valoran los grupos amino 12
y 22, por ser el 32 demasiadc débil. Este compuesto presenta una

solubilidad adecuada para su valoracidn directa.

Prccedimiento

A 5 ml de disolucidn de metformin conteniendo 38.4 mg, se
afiaden 5 ml de disolucidn de HgCl2 5 % y el indiéador correspon-—
diente. Las cantidades de indicador gue se anaden se especifican
més adelante, eligiendose de modo gue la abdorbancia en la disclu-
cidn final se halle en el intervalo comprendido entre 0,1 y 0,3
para la longitud de onda del mdximo de absorcidén. Por dltimo se
diluye con dcido acético glacial hasta un volumen de 50 ml aproxi-

madamente.
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Las medidas espectrofotométricas correspondientes se realizan

haciendo uso de una celda de flujo y de una bomba peristdltica.

El valorante utilizado es HClD4 9,21 10—2 M; la adicidn de
éste se realiza por medioc de una bureta de 10 ml, y las cantidades -
afiadidas oscilan entre 0,5 y 1.0, excepto en la zona cercana al pun-
to final donde son de 0;1 ml. Se éﬁaden en total alrededor de 7 ml

de valorante.

La disolucidn permanece constantemente agitada. Despues de
cada adicidn de valorante, se bhomhea a través de la celda de flujo
durante un periodo de 2 minutos, suficientes para homogeneizar la
la disolucidn en todo el sistema. Se registran los valores de absor-
bancia 6 de transmitancia de la disolucidn cada 10 nm en el interva-—

lo de 770-380 nm una vez detenida la bomba peristdltica.

Con los valores experimentales obtenidos y utilizando el pro-
grama de cdlculo expuesto en la parte anterior, se determinan para
cada punto de la valoracifn los valores triestimulus, que correspon
derah al color verdadero en el caso de emplear las lecturas de trans-
mitancia y el color complementario si se emplean las lecturas de ab-
sorbancia, asi como las coordenadas cromdticas en los sistemas CIE
1931, CIE 19a0, CIE 1976 y gue permiten establecer la transicidn de

color de cada indicador.

Todos los indicadores utilizados se preparan en la disélu --
cidn acética. las cantidades de indicador que se han empleada son:
'0,05 ml de violeta cristal 0,1 %
0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %
0,1 ml de verde de malaquita 0.1 %
0,1 ml de 0.0 Tropaolin 0,1 %

0,2 ml de pidrpura de bromocrescl 0,1 %
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Resul tados

En las tablas 49 a 53 aparecen los valores triestimulus
obtenidos en la valoracién espectrofotométrica de los indicadores
estudiados. Las transiciones cromdticas se calculan en distintos

sistemas y se hallan representadas en las figuras 29 a 31 .

Las tres representaciones permiten obtener el mismo tipo de
conclusiones, sin embargo, hay que decir que el diagrama GCIA ¥ a¥
b*1976 resulta ventajoso frente al CIE 1931 y CIE 1960, ya gque

presenta un espaciado cromdtico mds uniforme.

En la valoracidén espectrofotométrica de metformin con HC10
utilizando violeta de metilo como indicador visual, se observan
los siguientes cambios de color, violeta-azul-verde-amarillo, al
igual que ocurre cuando se utiliza violeta cristal coma indicador.
El punto gris queda alejado de estas transiciones; éstas, son cur-
vilineas y largas. La separacién cramdtica (distancia entre las
coordenadas cromdticas de puntos consecutivos en el diagrama de
cromaticidad) es grande en las proximidades del punto final poten-
ciométrico, lo que indica que el punto final coincidird con aquel.

Ambos indicadores tienen comportamientos similares.

El verde .de malaquifé presenta una transicidn que va del ver-
de al amarillo, ésta queda alejada del punto gris, es recta y bas-
tante corta, sin embargo, la separacidn cromdtica es grande despues
del punto fipal potenciométrico, lo que indica un viraje posterior

a dicho punto.

El plrpura de bromocresol predenta transicidn de amarillo a
incoloro, luego ésta pasa por el punto gris, ya que el blanco es

un extremo en la escala de los grises; dicha escala estd constituida
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por componentes de iguales coordenadas a*, 5‘ y diferente coordena-
da L*& luminosidad. Para el caso del incoloro L* vale 100 hablando
en términos del sistema CIE Cké*b*1976. La transicidn es corta y
recta. La separacifn cromdtica es relétivamente pequeria en toda

la recta, siendo méxima antes del punto final potenciométrico, lo

que indica un viraje anterior a dicho punto.

El 0.0 Tropaolin presenta una transicidn que va del amarillo
al rojo, la longitud de la curva es mayor que la gue presentan el
pGrpura de bromocresol y el verde de malaquita, e inferior a las
correspondientes a los otros dos restantes indicadores. La separa-
cidn cromdtica en las proximidades del punto final potenciométrico

es similar a la que presenta el plrpura de bromocresol.

De lo expuesto anteriormente y de la observacidn de las figu-
ras 29 a 31 se puede decir gue los indicadores que presentan
mayor longitud en la transicibn y mayor separacidn cromdtics en las
proximidades del punto final potenciométrico son: violeta cristal
y violeta de metilo, por ellc son los mds adecuados para realizar
las valoraciones de biguanidas con HClD4 seguidas visualmente. E1

punto final lo marca la transicidn azul-verde.

En las tablas 54 a 58 se exponen los valores de la con-
centracib6n éptica, asi como la variacidn de este pardmetro relacio-
nado con el incremento de volumen (ml) para cada uno de los indica-
dores estudiados. Estos datos se representan graficamente y de ma-
nera conjunta para todos los indicadores, 1o que facilita el estu-

dio comparado (figura 32 ).

La nitidez del viraje se deduce observando el valor de las
ordenadas en las cercanias del punto finalj; podemas observar a la

vista de 1la Figura 32 , que presentan gran nitidez el violeta
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cristal y el viocleta de metilo. E1 verde de malaquita y el 0.0 Tro-
paolin presentan intensidades de pico semejantes e inferiores a las
gue presentan el violeta de cristal y el violeta de metilo, 1a menor

nitidez corresponde al plrpura de bromocresol.

En cuanto a la exactitud, hay que decir, que los errores de
estos indicadores son similares y en todos los casos inferiores
al 2% (valofes miximos de ordenada entre 4,90 - 5,10 ml de HC10,,
9,21 10—2 M). En el caso del violeta de metilo y el violeta cris-
tal los puntos finales coinciden con el punto final potenciométrico;
el punto de inflexién de la curva E(mV) = f(v(ml)) corresponde a -

-2
5,02 ml de HClU4 9,21 10 M.,

Por su propia definicién matemdtica, la concentracidn Gptica
puede conducir a error en agquellos casos en que la variacidn de los
tres valores triestimulus no se produzca en el mismo sentido. Para
subsanar este problema se utiliza tambien la diferencia de oolorAEf
En las tablas 59 a &3 se da su valor y su variacidn respec-
to al incremento de volumen (ml). En la figura 33 se ha represen-

tado su variacién en funcidén del volumen de valorante (ml).

Las conclusiones que se derivan de esta figura son semejantes
a las derivadas de la figura 32 , sin embargo, cabe sefalar la
mayor altura en los picos gque corresponden al 0.0 Tropaolin.y ver —
de de malaquita, hecho que se puede interpretar teniendo presente
gue en el cdlculo de AE® interviene el término L¥ de luminosidad.
Tambien hay que decir que en el caso del verde de malaquita se

produce el efecto sefialado en el pdrrafo anterior,
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color verdadero

color complementario

9,21 10 ~ M X Y z X Y z
0,00 77566,9| 74921,9| 116669,7 |10912,7|13176,9| 551,6
3,00 73588, 1| 76194,8| 115477,9 {10201,7|12324,4| 734,5
4,00 79466,9| 76534,4|116539,3 | 9858,2{11827,7| 705,1
4,50 79234,4|77714,5|116451,0 | 9706,5|11377,2| 736,5
4,70 79466,9| 78573,3|116303,5 | 9432,4|10300,5| &02,8
4,80 79862,9| 79515, 6| 116106,3 | 9207,3|10230,2| 837,1
4,90 30824,2{81823,8|115931,7 | 8572,9| 8983,9| 930,2
4,95 81950, 0| 84557,8| 115319,4 | 7892,1| 7484,5| 1229,5
5,00 84299,9{88655,0|113970,2 | 6564,1| 5338,8| 1833,7
5,05 88401,1|93315,7}111146,7 | 4471,7| 3059,1| 3123,9
5,10 90775,5{95330,5| 109496,5 | 3311,9| 2103,4| 3893,0
5,20 92666, 3| 96733,7| 108041,4 | 2424,5| 1454,4 | 4581,7
5,50 94428,2|97971,2| 108817,9 | 1583,1| 8s84,7| 5167,3
6,00 95171,2| 98425, 6| 105152,2 | 1303,7| 698,5| 5489,2

Tabla 49.- Valores triestimulus de la transicidn

color del violeta cristal.

de
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v(m) HE%DA ” color virdadero - iolor comslementagio
9,21 10 M
0,00 79615,4 | 77588,7 | 116361,1 |9518,8 |11463,5 | 780,2
1,00 79948,9 | 73008,3 | 116461,9 |9307,1 |11201,2 | 735,6
2,00 80262,5 | 78351,2 | 116438,9 |910S5,1 }10981,1 | 736,9
3,00 gose2,7 | 73771,2 | 116452,7 |8911,5 |10724,1 | 738,9
3,50 B0562,7 {79029,3 | 116374,2 |8816,5 |10366,9 | 772,8
4,00 80ess,? | 79367,4 | 116341,2 |8720,1 |10363,4 | 7386,2
4,50 81096,6 |80161,3 |116210,7 |B8509,1 | 9889,9 | 841,3
4,70 81375,9 [81054,2 |115942,6 |8239,9 | 9359,9 | 957,2
4,80 81730,5 |82025,8 |115842,8 |8043,8 | 8810,5 | 999,5
4,90 32453,1 |83947,8 }115504,4 |7580,1 | 7750,9 |1145,9
5,00 84624,1 |88234,9 |114430,2 |6380,8 | 5529,9 |1625,1
5,10 38560,2 |93151,8 | 111791,7 {4384,8 3128,2 |2825,3
5,20 91309,2 |95539,8 |109644,9 |3051,2 | 1999,7 [3822,6
5,30 92363,5 |96271,8 |108597,2 |2556,9 1660,1 |4316,1
5,50 93490,4 |97076,4 |107556,7 j2043,6 | 1295,0 |4811,3
5,70 94400,2 |975893,4 | 106930,1 |1822,9 1155,7 |5112,1
6,00 94337,8 |97579,1 |105379,8 {1669,4 | 1071,2 |5377,8
7,00 94872,5 {97891,6 |105840,0 }1436,8 934,3 |5639,3

Tabla 50.- Valores triestimulus dela transicién de color

del violeta de metilo.
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v(ml) HE%O -~ calor zerdadero - ;olor co$plement§rio

9,21 10 ﬁ
0,00 93395,3 |98859,7 | 93568,6 |2319,8 |529,9 |12217,9
1,00 93507,0 |98878,8 94277,5 |2252,2 |519,6 (11810,8
2;00 93829,3 {98993,1 | 95777,9 |2074,0 |465,6 [10963,0
3,00 94705,1 |99248,0 |100171,3 |1601,4 {344,1 | 8577,9
3,50 95267,4 |99334,9 |103325,9 |1306,5 |278,6 | 6944,5
4,00 95923,8 |99565,0 |l108868,7 | 977,2 |195,3 5176,9
4,50 96815,9 |99785,3 |111573,9 | 550,8 95,3 | 2934,3
4,80 97502,1 |99925,1 |115266,1 | 237,8 32,4 | 1251,2
4,90 97789,4 199975,0 }116803,2 | 110,2 10,9 568,9
5,00 98038,9 |99999,9 }118093,4 0,0 Q0,0 0,0
5,10 - - - o,0 0,0 a,o0

Tabla 51.- Valores triestimulus

de color del plrpura

de la transicidn

de bromocresol.
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v(ml) Hgﬁﬂﬁ xcolor virdadero . color co$plement§rio
9,21 10
0,00 80385,7 }88168,9 |114187,5 {8995,0 |5869,8 |1759,2
1,00 80724,9 }88357,2 }114398,3 |8788,4 {5758,6 |1661,7
2,00 81084,0 {88573,1 {114617,1 |8574,0 |5634,6 |1561,8
3,00 81401,2 {88775,7 |114751,1 |8338,7 |5520,5 |1500,4
3,50 81493,5 | 88865,3 |114803,9 |38334,0 {5474,0 |1477,3
4,00 8l1686,8 |88995,9 [114891,4 |8224,1 |5402,1 |1436,7
4,50 81957,0 |89213,5 |114925,6 {8074,0 |5291,7 |1444,9
4,70 82152,1 |89376,1 |114849,4 |7958,1 |5197,9 }1454,9
4,80 32400,9 |89575,7 |114320,3 |7814,2 }5090,5 |1488,6
4,90 82883,6 |89960,7 |114597,9 }7533,6 |4882,2 |1567,5
5,00 84152,7 |90907,0 113588,6 |6778,4 |4364,0 |2018,2
5,10 87907,8 |93455,4 |110554,2 |4749,5 }3025,5 |3400,2
5,20 91269,3 }95727,9 ]108226,4 |3083,4 |1922,5 |4439,3
5,30 92905,4 |95817,7 |107211,3 }2318,8 |1418,7 |4973,1
5,40 93597,2 |97287,9 {105590,3 {2003,9 |[1206,4 |5271,4
5,50 94208,6 |97668,9 |106215,2 {1730,0 [1035,2 |5452,5
6,00 95303,2 |98374,6 |105421,7 |1249,9 | 726,8 |5838,0
7,00 95703,3 |98603,7 |105083,7 |1075,9 | &627,6 |6003,5

Tabla 52.- Valores triestimulus de la transicidn de

color del verde de malaguita.
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v(ml) HE%DA ~ color zerdadero - cilor comslementa;io
9,21 10 * M :
0,00 95968,2 |99492,8 |106909,9 | 974,6 | 240,5 |5149,1
1,00 95993,4 |99508,4 |107055,1 954,4 220,1 {5073,8
2,00 96017,7 |99464,5 |107186,1 | 931,9 | 239,2 [5013,2
3,00 95744,8 }93670,9 |107218,8 |1049,1 586,9 |4989,9
3,50 95339,8 |97689,5 |107479,6 |1223,7 |1021,6 |4856,8
4,00 94453,7 |95823,3 [107741,4 |1604,1 |1860,4 |4720,8
4,20 93942,6 |94660,7 |108049,2 {1845,8 |2403,7 |4571,2
4,40 93145,6 {93008,5 |108333,1 |2211,4 |3173,4 |4431,4
4,50 92573,8 |91743,1 {108624,6 |2480,0 }{3779,4 |4292,5
4,60 91880,8 |90333,9 |108849,5 |2809,8 |4465,7 |a183,1
4,70 91099,4 |88724,5 |109237,8 |3189,8 |5266,4 [4010,2
4,80 90248,9 |86939,1 |109570,0 |3614,8 |6177,7 |3863,7
4,90 89171,2 |84712,5 |110152,2 |4685,6 |8359,7 |3629,8
5,00 88178,3 |82836,6 |110152,2 |4685,6 |8359,7 {3629,8
5,10 87809,4 |82101,6 |109723,7 |4881,9 [8769,4 {3335,8
5,20 87624,4 |81919,6 [109085,5 |4971,9 |8868,9 [4132,9
5,30 87462,4 |81774,4 |108375,9 |5050,4 |8949,0 |a464,7
5,50 87235,8 |81585,2 {107257,1 |5159,6 |9054,5 |4992,4
6,00 86964,9 |81417,3 |105906,3 |5288,6 |9144,9 |5638,3
7,00 86902,1 |81491,4 |104246,7 |5315,8 [9109,9 |6441,8
Tabla 53.- Valores triestimulus de la transicidn de

color del 0.0 tropaolin.
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Figura 29 .- Curvas de transicién de celar de las

indicadores. Sistema CIE 1931.

I.- violeta cristal, II.- violeta de metilo,
IIT.- verde de malaquita, IV.- purpura de bro-

mocresol y V.- 0.0 Tropaolin.



- 189 -

Vv
0,31}
CTEE///
0,30|
0,29
L ! L

0,19 0,20 0,21 u
Figura 30.- Curvas de transicidn de los indicadores.
Sistema CIE 1960.

I.- violeta cristal, II.- violeta de metilo,
IIT.- verde de malaquita, IV.- ndrpura de bro-

mocresol y V.- 0.0 tropaolin.
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+14

+10

+6

-10 '6 +2 +10 o

Figura 31.- Curvas de transicién de color de los
indicadores. Sistema CIE L*a* ¢ 1976.

I.- violeta de metilo, II.- violeta cristal, III.-
verde de malaquita, IV.- purpura de bromocresol y

V.- 0.0 Tropaolin.
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v(ml)y, J As/Av 10° v
0,00 0,07826 _1,40 1,00
2,00 0,07545 S '»,50
3,00 0,07358 _2,75 3,50
4,00 0,07083 _a.62 2,25
4,50 0, 06902 _12,0 4,60
4,70 0, 06654 22,5 2,75
4,80 0, 03429 7.8 2,85
4,90 0, 05851 _119.6 2,53
4,95 0,05253 _181,6 4,58
5,00 0,04345 _185,0 5,0
5,05 0, 03370 85,2 5,08
5,10 0, 02944 _26,8 5,15
5,20 0, 02676 _8,90 5,35
5,50 0, 02409 _0,78 5,75
6,00 0,02370

Tabla 54.- Variacidn de la concentracidén O&ptica

para el violeta cristal.




v(m)y, J AJ/Av 10° v
0,00 0,04766 1,50 0,50
1,00 0,04613 _a,a2 .50
2,00 0,04271 0,42 .50
3,00 0,03329 o2 3,25
3,50 0, 02698 ~13,80 3,75
4,00 0,02008 19,50 225
4,50 0,01133 21,70 4,65
4,80 0,004812 26,30 4,85
4,90 0,002183 21,80 4,95
5,00 0,0
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Tabla 56.- Variacidén de la concentracidn

6ptica para el plrpura de

bromocresol.
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v(ml)y. J AJ/bv 10° v
0,00 0,05258 _1,31 0,50
1,00 0,05127 _1,39 1,50
2,00 0,04988 1,14 " 2,50
3,00 0,04874 _0,78 3,25
3,50 0,04835 1,40 3,75
4,00 0,04765 1,60 4,25
4,50 0,04685 _a,18 4,60
4,70 0,04622 _7,50 2,75
4,80 0,04547 12,40 4,85
4,90 0,04423 _25,00 2,95
5,00 0,04163 '_52’80 5,05
5,10 0,03535 _53,30 5,15
5,20 0,03003 _24,80 5,25
5,30 0,02755 2,20 5,35
5,40 0,02683 _8,30 5,45
5,50 0, 02600 _2,56 5,75
6,00 0,02472 _0,34 6,50
7,00 0,02438

Tabla 57.- Variacidén de la concentracidén Gptica

para el verde de malaquits.



v(ml)y, J A J/Av 10° v
0,00 0,02013 _0,38 0,50
1,00 0,01975 _0,19 150
2,00 0,01956 1,40 2,50
3,00 0,02096 3,02 3,25
3,50 0,02247 6,84 3,75
4,00 0,02589 10,05 2,10
4,20 0,02790 15,75 4,30
4,40 0,03105 23,30 2,08
4,50 0,03338 28,80 4,55
4,60 0,03626 31,90 4,65
4,70 0,03943 37,70 4,75
4,80 0,04320 48,50 2,85
4,90 0,04805 47,00 4,05
5,00 0,05275 25, 60 5,05
5,10 0,05531 15,40 5,15
5,20 0,05685 15,50 5,25
5,30 0,05840 11,75 5,40
5,50 0,06075 5,48 5,75
6,00 0,06349 2,52 6,50
7,00 0,06601

Tabla 58.- Variacidn de la concentracidn Gptica

para el 0.0 Tropaolin.
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3
150 E (mv)
500
500
100
400
50
300
10

I.- violeta cristal; II.- violeta de metilo;
III.- verde de malaquita; IV.- 0.0 Tropaolin;

V.- purpura de bromocresol.

Figura 32.- Variacién de la concentracién éptica.



v(ml) ., AE® AE* /av v
3,00 0,9388 0,9 13,50
4,00 1,3305 2,7 4,25
4,50 1,4975 7,5 4,60
4,70 1,6380 16,4 4,75
4,80 3,1408 31,4 4,85
4,90 4,0086 80,2 4,93
4,95 5,1712 ioa,d 4,98
5,00 5,3632 107,3 5,03
5,05 2,6293 52,6 5,08
5,10 2,1411 21,4 5,15
5,20 1,9171 6,4 5,35
5,50 .0,8983 1,8 5}75
6,00
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Tabla 59.- Variacidn de la diferencia de color

para el violeta cristal.
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v(ml)y, AE* DE* /v v
0,00 b;3713 0,3 0,50
1,00 0,3167 0,3 1,50
2,00 0,4501 0,5 2,50
3,00 0, 3667 0,7 3,25
3,50 0,5266 1,1 3,75
4,00 1,2751 2,6 4,25
4,50 1,5161 7,6 4,60
4,70 1,4679 14,7 4,75
4,80 2,9061 29,1 4,85
4,50 5,6503 56,5 4,95
5,00 5,6225 56,2 5,05
5,10 3,1787 31,8 5,15
2,0 1,3211 13,2 5,25
2,30 1,3577 6,8 5,40
=30 1, 0001 5,0 5,60
5,70 0,2655 0,9 5,85
©,00 0,6826 0,7 6,50
7,00

Tabla 60.- Variacidn de la diferencia de

para el violeta de metilao.

color



v(ml)y AE¥ OE¥/Aav v
0,00 0,4811 0,5 0,50

00
1 0,9739 1,0 1,50

0

2,0 2,8617 2,9 2,50
3,00 2,0250 4,1 3,25
3

150 2,2035 4,4 3,75
4,00

! 2,8979 5,8 4,25
4,30 2,2470 7,5 4,65
4,80 0,9395 9,4 4,85
4,90

’ 0,8189 8,2 4,95
5,00
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Tabla 61.- Variacidn de la diferencia de color

para el plrpura de bromocresol.
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v(ml)y, AE¥ AE¥/av T
0,00 ,
0, 3282 0,3 0,50
1,00 '
0,3176 0,3 1,50
2,00
0,2717 0,3 2,50
3,00
! 0,0510 0,1 3,25
3,50
0,1568 0,3 3,75
4,00
’ 0,1985 0,4 4,25
4,50
’ 0,1985 1,0 4,60
4,70
7 0,2100 2,1 4,75
4,80
’ 0,4966 5,0 4,85
0
43 1,5400 15,4 4,95
00
5 4,4230 44,2 5,05
10
5 3,7642 . 37,6 5,15
20
Ss 1,7517 17,5 5,25
5,30
’ 0,8382 8,4 5,35
5,40 ~ ~
0,6552 6,6 5,45
5,50
! 1,2300 2,5 5,75
8,00
0,4835 0,5 6,50
7,00

Tabla 62.- Variacién de la diferencia de color para

el verde de malaquita.



v(ml)wy. AE¥ AE*/AV v
0,00 0,0805 " 0,1 0,50
1,00 0,1565 0,2 1,50
2,00 1,0721 1,1 2,50
3,00 1,3214 2,6 3,25
3,50 2,2960 4,6 3,75
4,00 1,5527 7,8 4,10
4,20 2,0830 10,4 4,30
4,40 1,6978 17,0 4,45
4,30 1,8025 18,0 4,55
4,60 2,1455 21,5 4,65
4,70 2,4023 24,0 4,75
4,80 3,0390 30,4 4,85
4,50 2,4155 24,2 4,95
5,00 0,8469 8,5 5,05
5,10 0,2530 2,5 5,15
5,20 0,3164 3,2 5,25
5,30 0,5383 2,7 5,40
5,50 0,7176 1,4 5,75
5,00 1,1015 1,1 6,50
7,00

Tahla 63.- Variacidn de la diferencia de color

para el 0.0 Tropaolin.
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100
E (mv)
50 500
400
300
5,00
I.- violeta cristal; II.- violeta de metilo;

IITI.- verde de malaquita; IV.- 0.0 Tropaolin;

V.- purpura de bromocresol.

Figura 33.- Variacién de la diferencia de color,
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IT1.3.3.,- PREPARACION DE INDICADORES MIXTOS

La finalidad de este apartado es la preparacién de indicado
res cuyo viraje coincida con el punto gris, mejorando de este mg
do la comodidad y nitidez de la valoracién, lo que puede favore-

cer la exactitud y precisidn.

Para ello se obtienen indicadores mixtos, entendiendo por
tal la mezcla de un indicador y uno & varios colorantes inertes
en las condiciones de trabajo. Dicha mezcla debe proporcionar un
vira je del tipo: color A-gris-color B, tal como se explica en la

introduccidn de esta memoria.

Bien utilizandb la curva de transicidn de color del indica
dor elegido & bien realizando las medidas espectrofotométricas
en condiciones mds adecuadas, y representando en el diagrama crg
mdtico la transicidén de color, se seleccionan el &8 los coloran-
tes que permitirdn obtener un indicador mi®to teniendo en cuenta

sus coordenadas cromdticas.

A partir de las coordenadas cromdticas del indicador en el
punto final y las del colorante, y por aplicacidn de las formu —
las de REILLEY y SMITH ( 185) se deduce la cantidad de colaorante
necesaria para que el punto final coincida con el punto gris. Las

férmulas son las siguientes:
(xp = xg)(97) + (xg = x5)(47) =

(y

|
o

|
(=]

r— Ygllup) + (yg - yg)(4l)
donde: I es el indicador, C el colorante y G representa el punto

gris. J’es la concentracibén 6ptica.
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Con la cantidad fijada por la fdrmula se realizan las me-
didas éspectrofotométricas,y se representa graficamente la nueva
transicién cromdtica. Si ésta no pasa por el punto gris, se va. -
rian de modo empirico las cantidades de colorante inerte hasta

que dicha transicidn cromdtica transcurra--scbre el punto gris.

.~

Por dltimo se procede a establecer la aplicabilidad real
del indicador mixto propuesto, por comparacidn con el indicador
simple, estableciendo para ambos la minima cantidad de metformin
determinable, asi como la precisién y exactitud en una serie de

-

valoraciones visuales.

En base a las conclusiones obtenidas en el apartado anterior
se eligen como mds iddneos para la consecucidn de sendos indicado

res mixtos: el violeta cristal y el violeta de metilo.

I1.3.3.1.- VIOLETA DE METILO - AMARILLO DE NEOZAPON

- AZUL DE TIMOL
Procedimiento

A 5 ml de disolucidén de metformina conteniendo 38,4 mg, se
afiaden 5 ml de disolucién de Hg012 5 % y el indicador y colorantes
inertes correspondientes, diluyéndose a unos 50 ml con dcido acé-
tico glacial y valorando con disolucidén acética de HClO4 9,21 10—2
M. Despues de cada adicidn de valorante se obtienen los valores

de % T & A en el intervalo de 380-770 nm cada 10 nm, bombeando

la disolucidén a través de la celda del espectrofotdmetro.

Los valores triestimulus X, Y, Z se calculan a parfir de los
datos espectrofotométricos y la tabla de distribucidn energética
del iluminante standard C. A partir de los valores triestimulus
se calculan las transiciones cromdticas en CIE 1960 y CIE L*a¥*p¥*

1976 y los valores de la concentracidn dptica J y los de la dife-
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. . »*
rencia de color AE™.

Se realizan series de valoraciones visuales para comparar
las caracteristicas del indicador mixto propuesto y el indicador
base. Para ello a 50 ml de una disolucién acética que contiene
entre 38,4 y 0,8 mg de metformina se adicionan 4 gotas del indi-
cador base 6 10 gotas del indicador mixto y valorando con HClO4

-2
9,21 10 M.
Resultadas

En las tablas 50 , 55 , 60 se muestran los va-
lores triestimulus, la variacidén del pardmetro J y la variacidn

de AE* correspondiente a la valoracidn con violeta de metilo.

La transicidn cromdtica (curva I) aparece en las figuras
34 y 35 , se observa gue la transicidn transcurre lejos
del punto gris, serd necesaria la utilizacidn de un colorante
inerte que translade la transicidén hacia arriba en el diagrama
cromdtico, es decir, que proporcione una componente amarilla.
El colorante elegido es el amarillo de Neozapon ya que resulta

inerte en las condiciones de trabajo .

Seglin los valores obtenidos por la aplicacidn de las ecua-
ciones de Reilley y Smith, gue dan una cantidad de amarillo de
neozapon 0,1 % de 0,16 ml para 0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %
y un volumen final de 50 ml, se realizan nuevas medidas espec-
trofotométricas con las cantidades citadas de colorante e indi-
cador. Los resultados obtenidos figuran eh las tablas &4 y
65 y 66 . La curva II que aparece en las figuras 34

y 35 , representa la transicidén de color en estas condiciones

y se observa que la transicién adn no pasa por el punto gris.
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Es necesario acercar aln mds la transicidén cromdtica a las coor-
denadas del punto gris, por lo que se aumenta la cantidad de ama
rillo de neozapon, pero ademds se Qbserva que este colorante
desplaza la transicién hacia arriba y hacia la izquierda, lo gue
significa que el punto gris aparecerd a valores no suficiente -
mente prdximos al punto final. Para evitar esto debe trasladarse
la curva.hacia arriba y a la derecha lo gue se consigue mediante
la adicién de otro colorante (azul de timol) gque aporte una com-

pcnente roja, siendo inerte en las condiciones de trabajo.

Para fijar la cantidad de azul de timol seradicionan dife-
rentes cantidades de éste sobre una solucidén que contiene 0,1 ml
de violeta de metile 0,1 %, 0,30 ml de Neozapon 0,1 %, 38,4 mg
de metformina y 4,95 ml de HClO4 9,21 10“2 M. Se obtienen los
valores de X, Y, Z segldn el procedimiento descrito anteriormen-
to y las conordenadas cromdticas para cada punto. De los resultados
obtenidos se toman para realizar las siguientes medidas espectro-
fotométricas las cantidades que a continuacidén se dan: 0,1 ml
de violeta de metilo 0,1 %, 0,30 ml de neozapon D,l %y 0,1 ml
de a;ul de timol 0,05 %. Los resultados chtenidos figuran en las
tablas &7 , 68 , 69 . La curva III que aparece en las
figuras 34 y 35 , representa la transicidn de color en éstas
condiciones, se observa que la transicidn de color estd cerca
del punto gris pero sin pasar por el y ademds este aparece a va-
lores anteriores al volumen de HClO4 que corresponde al punto

final potenciométrico.

Para conseguir que la transicidn cromdtico se desplace
hacia abajo y hacia la derecha, con lo que conseguiremos gue el
punto gris aparezca en las cercanias del punto final, hay que
disminuir la componente amarilla lo que implica disminuir la

concentracidn de amarillo de neozapon presente y aumentar la
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componente roja, es decir aumentar la concentracidén de azul de
timol. Con este objeto se realizan nuevas medidas espectrafo-
tométricas = con las siguientes cantidades de indicador y coloran
tes inertes: 0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %, 0,28 ml de Neoza
pon.O,l %y 1,12 ml de azul de timol 0,005 %. Los resultados ob-
tenidos se dan en las tablas 70 |, 71 , 72 . La curva IV
de las figuras 34 y 35 representa dicha transicién. Se ob-
serva que transcurre por el punto gris por lo que la mezcla en
las condiciones determinadas constituye un indicador mixto. S5i
se aumenta la cantidad de azul de timol (0,12 ml de 0,05 %) 1la
aparicidn del gris tiene lugar despues de adicionados 4,95 ml
de HC10, 9,21 107 m (volumen final potenciométrico 5,02 ml) co-
mo lo demuestran las coordenadas cromdticas de dicho punto:
CIE 1960 u = 0,2018, v = 0,3073 ; CIE L*é*BK1976 a¥ = -0,05
b¥= 0,02 y *= 89.86 .

Se prepara el indicador mixto teniendo en cuenta la siguien
te relacién de concentraciones: 0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %,
0,28 ml de Neozapon 0,1 % y 0,12 ml de azul de timol 0,05% para
un volumen de valoracidn de unos 50 ml. Los estadios de color que
presenta dicho indicador son: rojizo-gris-verde-amarillo, siendo
la transicidn al verde la que marca el punto final en la valora-
cidn.

Cada una de las transiciones se evalua por construccidn de
los correspondientes gréaficos donde se representan AJ/Av frente
a v (ml) y AE*/Av frente a v(ml). Estas representaciones aparecen
en las figuras 36 y 37 , en ambas se ohserva que el indicador
mixto propuesto presenta una intensidad de pico superior a la del
violeta de metilo, ala vez gue una anchura menor lo que puede tra
ducirse en una mayor nitidez y exactitud a la vez que umna mayor

comodidad en las valoraciones con el indicador mixto
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v(ml] . color verdadero color complementario

V. X Y Z X Y YA
0,00 76852,3 |76462,3 |101149,6 |10938,7 |12019,1 | 7966,5
2,00 77489,5 |77319,4 |101406,1 |10402,8 |11471.,3 | 7833,7
4,00 78144,9 |78324,7 }1101545,8 9975,0 {10858,0 | 7760,8
4,50 78629,4 |79250,6 }101569,1 | 9659,9 |10312,5 | 7749,5
14,70 79037,1 |80225,0 }101574,5 | 9352,3 [9744,0 9748,6
4,80 79342,2 |80%944,4 |101516,8 9171,0 {9327,8 7778,7
4,90 80059,3 |82574,7 |101415,1 8725,6 | 8422,2 { 7834,1
5,00 81083,5 |84869,2 [101051,1 8131,8 | 7195,6 | 8027,3
5,10 84267,5 |89963,6 | 99991,1 6497,9 | 4646,2 | 8588,5
5,20 87454,8 {93317,5 93624,7 4540,5 | 3042,3 | 9303,0
5,30 89554,9 |95171,8 97762,6 | 3901,2 | 2178,9 | 9766,9
5,50 91398,5 |96485,9 97190,5 3103,0 1580,3 |10074,6
6,00 92907,3 |97599,5 97003,6 | 2425,9 1032,8 |10179,2
7,00 93700,2 |98122,8 97075,8 2075,9 851,1 |10144,5

Tabla 64.- Valores triestimulus de la transicién de

color cuando se utilizan: 0,1 ml de violeta de metilo

0,1 % y 0,16 ml de amarillo de neozapon D;l %.
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3 -
v(ml)y J AJ/av 10 v
0,00 0,09782

’ ’ -1,85 0,50
1,00 0,09597

’ ! -2,00 1,50
2,00 0,09397

-1,55 2,50

3,00 0,09242

! ! -1,97 3,50
4,00 0,09045

’ ’ -5,52 4,25
4,50 0, 08759

: s -13,66 4,55
4,60 3

'8 0,08632 -14,07 4,65
4,70 0, 08491

! ! -17,91 4,75
4,80

,8 0,08312 _40,99 4,85
4,90 0,07902

’ ! -51,50 4,95
5,00 0,0738

! ’ 7 -114,53 5,08
5,10 0,06242

’ ’ -77,a7 5,15
5,20 0,05469

! ;0546 -45,64 5,25
5,30 0,05013

’ 0501 -17,25 5,40
5,50 0,04668

-6,75 5,75

6,00 0,04330

! ’ -1,95 6,50
7,00

Tabla 65.~ Variacidn de la concentracidn

en las condiciones de la tabla 64,

bptica



v(ml)y, AE* AE¥*/Av v

0,00 0, 6507 0,33 1,00
2,00 0,8143 0,41 3,00
4,00 1,1845 2,37 4,25
4,50 1,3177 6,59 4,60
4,70 1,1068 11,07 4,75
4,80 2,2710 22,71 4,85
4,90 3,1914 31,91 4,95
5,00 5,8552 58,55 5,05
5,10 3,5085 35,09 5,15
=20 2,1383 21,38 5,25
5,30 1,6249 8,13 5,40
5,50 1,2556 2,51 5,75
6,00 0,6246 0,63 6,50
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Tabla 66.- Variacidén de la diferencia de color

en las condiciones de la tabla 64.
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color verdadero color complementario
v(ml)y X Y z X Y VA
0,00 |76033,1 |76962,9 |90437,2 - - -
2,00 76392,1 | 769380,8 |91211,9 - - -
3,00 |76411,9 }76633,0 |91443,9 }10928,1 11782,6 {13177,9
4,50 76904,3 77441,5 |91609,3 |10575,6 | 11274,8 |13081,9
4,70 {77154,4 |78294,5 {91339,8 [10374,6 | 10755,8 |13237,5
4,80 |77426,8 |79063,9 |91275,6 |10182,4 | 10303,8 |13277,8
4,90 |78033,4 |80482,5 |91080,7 | 9802,9 9494,8 [13395,5
5,00 |79880,9 |84081,6 |90476,4 | 38779,2 7557,1 |13761,7
5,05 |81707,8 {86560,6 }89699,9 | 7843,5 6260,5 |14221,4
5,10 |83861,1 {88759,5 |88959,3 6784,5 5198,9 |14663,6
5,20 |85635,4 |90194,7 |88390,6 | 5931,9 4508,3 }{15001,8
5,30 |87052,6 |91315,7 |{88127,5 | 5267,5 3979,9 |15163,9
5,50 |88100,3 {92011,3 |87914,5 | 4783,2 35857,5 |15295,8
6,00 |88793,4 |92316,9 |87373,4 | 4485,5 3522,9 |15613,3
7,00 138879,2 |92021,5 |86632,4 | 4467,1 3572,3 116043,9

Tabla 67.- Valores triestimulus de la transicién de

color cuando se utilizan: 0,1 ml de violeta de metilo

0,1 %, 0,3 ml de amarillo de neozapon 0,1 % y 0,1 ml

de azul de timol 0,05 %.
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v(ml)v_ . J AJd/av 10° v
3,00 0,11352 _1,43 3,50
4,00 0,11209 _3,20 4,25

. 4,50 0,11049 _3,30 4,55
4,60 0,11016 _14,47 4,65
4,70 0,10871 19,11 4,75
4,80 0, 10680 _33,88 4,85
4,90 0,10341 _82,06 4,95
5,00 0, 09520 112, 5,03
5,05 0, 08960 _108,25 5,08
5,10 0, 08429 _37,63 5,15
5,20 0, 08048 _32,64 5,25
5,30 0,07722 _10,60 5,40
5,50 0,07510 _0,76 5,75
6,00 0,07472 1,77 6,50
7,00 0,07649

Tabla 68.- Variecidn de la concentracidn
—e e e .

en las condiciones de la tabla 67.

Gptica



v(ml)v- AE* AE¥/pv v
0,00 0,850 0,43 1,00
2,00 0;862 0,86 2,50
3,00 0,890 0,59 3,75
4,50 1,506 7,53 4,60
4,70 1,219 12,19 4,75
4,80 2,072 20,72 4,85
4,90 4,754 47,54 4,95
5,00 2,800 55,99 5,03
5,09 2,307 46,14 5,08
5,10 1,715 17,15 5,15
5,20 1,250 12,50 5,25
5,30 0,985 4,92 5,35
5,50 0,947 1,89 5,75
6,00 0,744 0,74 6,50
7,00

en las condiciones de la tabla &67..

Tabla 69.- Variacidn de la diferencia de color

- 213 -



- 214 -

v(ml) color verdadero color complementario
V. X Y A X Y z
0,00 75422,6 |75821,1 |92947,9 }11577,0 |12337,0 |12344,4
2,00 75894,9 |75929,3 |93781,7 |11279,9 |12243,5 |11876,3
4,00 76136,1 | 75866,3 |94272,9 111102,4 {12250,8 |11596,9
4,50 76384,1 |76419,3 | 94276,5 |10914,5 |11902,0 |11595,1
4,60 76448,8 | 76658,9 |94208,0 |10355,4 [11751,0 |11633,7
4,70 76604,9 |77081,2 |94155,9 {10735,3 |11489,7 |1l1662,7
4,80 76904,4 |77831,4 |94089,8 {10516,7 }11034,6 |11701,8
4,90 77317,2 |78958,9 |93951,3 }10231,8 {10369,3 |11782,8
4,95 77921,6 |80412,9 |93652,9 | 9848,7 |9538,6 |11954,9
5,00 79357,1 }83083,2 |93299,3 | 9039,4 | 8085,4 |12164,2
5,05 8l1574,4 {86251,3 {92422,5 | 7890,3 | 6449,1 |12669,6
5,10 83501,0 |[88321,3 |91592,5 6927,3 | 5416,4 |13144,6
5,20 86016,5 |{90459,1 |90705,9 5708,9 | 4378,8 113856,1
5,30 87304,9 |91459,8 ]90350,1 | 5103,7 | 3904,6 |13867,1
5,50 B88605,2 |92395,8 |89957,2 | 4509,6 | 3470,4 |14100,3
6,00 89488,6 |92879,9 |89371,9 | 4121,2 | 3253,2 |14439,5
7,00 89789,1 |92351,8 |88817,7 4000,9 | 3274,9 14757,4

Tabla 70.- Valores triestimulus de la transicidn de color

cuando se utilizan: 0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %,

0,28 ml de amarillo de neozapon 0,1 % y 1,12 ml de azul de

timol 0,005 %.




v(ml)V J AJ/Dv 103 v
4,00 0,11055 _a,40 4,25
4,50 G,10885 5,45 2,55
4,60 0,10831 11,19 4,65
4,70 0,10719 _20,08 2,75
4,80 0,10518 _27,49 2,85
4,90 0,10243 65,90 4,93
4,95 0,09914 _129.89 4,58
5,00 0, 09264 144,22 5,00
5,05 0, 08543 _os,21 5,08
5,10 0,08063 55,18 5,15

5,20 0,07510 27,46 5,25
5,30 0,07236 12,58 5, 40
5,50 0,06984 169 5,75
6,00 0, 08900

Tabla 71.- Variacidn de la concentracidn

6ptica en las condiciones de 1la tabla 70.
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v(ml)v. NE¥ AEY v kv
0,00 0,872 0,44 1,00
2,00 0,720 0,36 3,00
4,00 0,796 1,59 4,25
4,30 0,431 4,31 4,55
4,60 0,674 6,74 4,65
4,70 1,138 11,33 4,75
4,80 1,776 17,76 4,85
4,90 2,188 43,77 4,93
4,95 3,414 68,27 4,98
5,00 3,617 72,33 5,03
5,05 2,252 45,04 5,03
s,10 2,471 24,71 5,15
5,20 1,196 11,96 5,25
5,30 1,239 6,20 5,40
5,50 1,071 2,14 5,75
6,00 0,591 0,69 6,50
7,00

Tabla 72.- Variacidn de la diferencia de color

en las condiciones de la tabla 70.
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1
0,19 0,20 v

Figura 34.- Curvas de transicién de color de las mezclas
indicador-colorantes. Sistema CIE 1960.

I.- 0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %; II.- 0,1 ml de vig
leta de metilo 0,1 % y 0,16 ml de amarillo de neoczapon 0,1%;
III.- 0,1 ml de violeta de metilo 0,1 %, 0,30 ml de am. de
neozapon 0,1 % y 0,1 ml de azul de timol 0,05 %; IV.- 0,1 ml
de violeta de metilo 0,1 %, 0,28 ml de am. de neozapon 0,1%
y 1,12 ml de azul de timol 0,005 %.
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Figura 35.- Curvas de transicién de color de las
mezclas indicador-colorantes. Sistema CIE L*a*b*

1976. I, II, III, y IV idem a la figura 34.
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6JAvxIOR

10

I.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 % 0,28 mi de

amarilla de neozapon *,1 $ y 1,12 mi de azul de timol

0,005 II.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 % ;
III.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 % y 0,16 mi de
amarilla de neozapon 0,1 % IV.- 0,1 mi de violeta

de metilo 0,1 %, 0,30 mi de amarillo de neozapon 0,1
IaT'y 1,02 mi de azul de timol 0,005 %

Figura 36.- Variacién de la concentracién éptica

para las mezclas indicador-colorantes.



50

10
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6,0 v(ml)

I.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 %, 0,28 mi de ama-
rilla de neozapon 0,1 %y 1,12 mi de azul de timol '
0,005 &%; III.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 %,

0,30 mi de amarillo de neozapon 0,1 % y 1,02 mi de a-

zul de timol 0,005 %; IV.- 0,1 mi de violeta de metilo
0,1 %9y 0,16 mi de amarilla de neozapon 0,1 %.

Figura 37 .- Variacién de la diferencia de color

para las mezclas indicador—colorantes.
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En la tabla 73 se presentan los resultados obtenidos en
las valoraciones visuales. D= su analisis se deduce gue el indica
dor mixto propuesto proporciona mayor exactitud que el simple; -
disoluciones conteniendo 3,8 mg de metformin se pueden valorar sin
errores superiores al 1,2 % usando el indicador mixto, mientras
que 15,4 mg se determinan con errores del orden del 3,2 % con vio
leta de metilo. En cuanto a microvaloraciones el indicador mixto
proporciona errores aceptables mientras que el violeta de= metilo

origina errores grandes.

Aungue la precisidn es similar con los dos indicadores,
si destaca el hecho de gue al ser-mds nitidi el viraje con el in-
dicador mixto, se aumenta la sensibilidad en la determinacién,
ya gue para cantidades del orden de 0,8 mg de metformin el viraje
con el indicador vicleta de metilo no se observa, sin embargo

el indicador mixto ofrece adn un viraje suficientemente nitido.
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Metformin

Metformin

Ind. x 7 e
afiadido(mg) | hallada (mg) ) Sr(ﬁ) r(ﬁ)
simple|39,1; 39,1; 3971; 39,1 0.2 1 7
5 38,9; 39,1. ’ ’ ’
’ . .
mixto |38,5; 38,5; 33,5; ' '
38
o sy ,5 | 0,2 0,1
simple|15,9; 15,9; 15,8; 15'9 0.3 3,2
15,4 15,9; 15,9. : ’ ’
! mixto |15,3; 15,4; 15,4
15,4 8]
15,4; 15,3. ’ ' il
simple|4,I6; 4,175 4,165 | ) 15 | 4 3 8,5
3,8(4) 4,15; 4,18. ; , :
’ mixto |3,89; 3,88; 3,87; 3.88 0,3 1,2
3,89;.3,89. ’ ' :
simple|l,72; 1,75; 1,72; 1,74 0,9 13,4
1,5(3) 1,745 1,75. i ' '
, -
mixto |1,63; 1,62; 1,63; '
1,83
by , 0,8 5,8
simple |no se obhserva
0;7(7) [ - :
’ mixto |0,88; 0,87; 0,85; b 87 2,4 13,0
’ 4 ’

0,88; 0,85.

Tabla 73.- Valoraciones. visuales. Comparacidn entre

el indicador mixto VM - AN - A T y el violeta de

metilo.
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IT7.3.3.2.- VIOLETA CRISTAL - AMARILLC DE NEOZAPON -

AZUL DE TIMOL.
Procedimiento

De la transicién cromética del violeta cristal ( figuras
29 , 30 , 31 ) se observa por la similitud con la transi-
cién Qque presenta el violeta de metilo, gque los colorantes utili-
zados en el apartado anterior son adecuados para trasladar la tran
sicibn, de manera que transcurra por el punto gris en las proximi-
dades del punto final potenciométrico. Por ello, se fija la canti-
dad &ptima de amarillo de neozapon necesaria para trasladar la
transicién del indicador al lugar preciso, en el diagrama cromé-
tico, y despues el azul ce timol puede hacerla coincidir definiti-

vanente en el punto gris.
Resultados

La aplicacidén de las fdrmulas de REILLEY y SMITH proporciors
valores demasiado grandes de volumen de neozapon 0,1 % a tomar;
esto es debido a que la concentracidn de violeta cristal es dema-
siada elevada. Por ello se toma un volumen de violeta cristal mi-
tad del utilizado para la realizacidn de la transicidn cromética
de dicho indicador (tablas 49 , 54 , 59 ). A partir de
estos datas y teniendo presentes los resultados obtenidos en el
apartado anterior se fija empiricamente la cantidad de neozapon
en 2,75 ml de 0,01 %, que situa la transicifn cromética en el lu-
gar deseado en el diagrama cromdtico (curva II en la figura 38 );
los datos cromdticos de la valoracién en estas condiciones (38,4
mg de metformin, 0,025 ml de violeta cristal 0,1 % y 2,75 ml de
amarillo de neozapon 0,01 % para un volumen de unos 50 ml) se re-

presentan en las tablas 74 , 75 , 76 .
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El efecto del neozapon se traduce en un desplazamiento de
la curva cromdtica del indicador simple hacia la parte superior

izquierda del diagrama cromdtico CIE L?af5*1976.

Por Gltimo se fija la cantidad de solucidn de azul de timol
0,01 %, tal como se procede en el apartado anterior de esta memo-
ria, que resulta ser de 1,00 ml. Efectuada la valoracidén con la
adicidn conjunta de los dos colorantes, se tabulan los resultados
en las tablas 77 , 78 y 79 .La transicién cromdtica
corresponde a la curva IV de la figura 38 y transcurre sobre

el punto gris como se esperaba.

A modo ilustrativo se realizan las medidas espectrofotomé-
tricas® empleando el indicador violeta cristal y el azui de timol,
cuyos resultados se dan en las tablas 80 , 81 , B2 y
la transicidn cromdtica en la curva III de la figura 38 . En
la misma se observa el efecto de cada colorante independientemen-
te sobre el indicador y cdémo conjuntamehte logran desplazar la
curva del Violeta cristal hacia el punto gris. El1 efecto del azul

de timol se traduce en un desplazamiento de la curva del indicador

simple hacia la parte inferior derecha del diagrama cromdtico.

Este indicador mixto propuesto presenta la siguiente secuen-
cia de color: rojizo—gris—amarillo, sefialando la aparicidn del ama-
rillo el punto final. En este caso s= ha eliminado el paso a verde
que aparece en ei indicador mixto desarrolledo en el apartado ante-

rior de este trabajo.

En las figuras 39 y 40 se presentan la variacidn de la
concentracién dptica y la variacidn de la diferencia de colar

respecto al volumen de valorante, respectivamente.
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La intensidad del pico correspondiente al indicador mixto
gs ligeramente superior a las intensidades de pico del violeta
cristal-neozapon y violeta cristal-azul de timol. E1 pico es mds
agudo que el presentado por el indicador simple, lo que se puede

traducir en una mayor exactitud en las valoraciones.

Para las valoraciones visuales se prepara el indicsdor mixto
segdn la siguiente relacidn de concentraciones:
0,025 ml de violeta cristal 0,1 % - 2,75 ml de amarillo de neoza

pon 0,01 % - 1 ml de azul de timol 0,01 %.

En la tabla 83 se ofrecen 1los resultados obtenidos en
las valoraciocnes visuales. De su andlisis se deduce gque el indica-
dor mixto propuesto proporciona mayor exactitud que el simple, per-
mite la determinacidén de cantidades hasta 3,8 mg de metformin con
errores inferiores al 0,9 %, mientras que el indicador simple paea

dicha cantidad de muestra presenta un error del 6,8 %.

La precisifin es similar para ambos indicadores, sin embargo,
al ser mds nitido el viraje para el indicador mixto permite deter
minar cantidades de metformin mds bajas con un error aceptable.

Las caracteristicas de este indicador son similares a las
chtenidas para el mixto propuesto en el apartado anterior (violeta
de metilo-neozapon-azul de timol), si cabe la ventaje de éste es
presentar menor nimero de estadios de color, lo gque puede resul-

tar ventajoso para cualquier operador.
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v(ml) color verdadero color complementario
\ X Y z X Y z

0,00 |76860,0 |77958,0 {95553,1 |10659,4 |11064,8 [10954,6
2,00 |77446,0 |78598,1 |95767,4 {10295,2 |10668,7 110831,2
4,00 |78058,9 |79494,4 (95998,2 {9907,8 |10139,7 }|10700,2
4,50 |78396,6 |80163,0 |96035,9 | 9692,9 | 9751,0 |10681,6
4,70 |78707,5 |80907,0 |96023,9 | 9487,9 | 9325,4 |10690,7
4,80 |78954,5 |81614,5 |95331,5 | 9324,7 | 8926,6 |10797,9
4,90 |79536,3 {33032,8 |95785,4 | 8944,9 | 8149,0 |10832,4
4,95 |80257,7 |844533,4 |95663,1 | 8566,9 | 7394,5 |[10903,9

- 5,00 |831346,7 |86551,3 |93222,0 | 7993,5 | 6317,3 |11161,7
5,05 |83710,1 |89894,1 |94315,7 | 68153,4 | 4570,9 |11676,4
5,10 |B5913,4 |92101,1 |93241,5 | 5745,9 | 3609,4 (12279,6
5,20 |88033,1 |93865,7 }92373,6 | 4715,6 | 2780,0 |12769,8
5,50 |90018,4 {95303,5 [91670,8 | 3333,7 | 2121,1 |13177,7
6,00 |90690,5 {95737,5 |90994,7 | 3549,7 | 1927,8.(13565,2

Tabla 74.- Valores triestimulus de la transicidn de

color cuando se utilizan: 0,025 ml de violeta cristal

0,1 %y 2,75 ml de amarillo de neozapon 0,01 %.




.v(ml)v. Ad AJ/dv 10° v v(m1)y, AE* Y =/X v
5,00 0,1034 1,40 1,00 0,00 0,478 0,24 1,00
2,00 0,1002 -1,67 3,00 2,00 0,850 0,43 3,00
4,00 0,09726 3,94 a,25 | | 400 0,868 1,74 4,25
4,50 0,09529 9,85 4,60 4,50 1,057 5,29 4,60
4,70 0,09332 14,30 4,75 H70 g a4 11,44 4,75
4,80 0,09189 _35, 60 4,85 4,80 1,529 19,29 4,85
4,90 0,03833 66,80 4,93 4,90 1,880 37,60 4,93
4,95 0,08499 -88,40 4,98 4,95 2,707 54,14 4,98
5,00 0,08057 ~146,00 5,03 5,00 3,659 73,19 | 5,03
5,05 0,07327 -96,80 5,08 5,05 2,467 49,34 5,08
5,10 0,06843 43,30 5,15 5,10 2,151 21,51 5,15
5,20 0,06410 ~11,90 5,35 5,20 1,870 6,23 5,35
5,50 0,06053 -0,60 5,75 5,50 0,813 1,63 5,75
6,00 0,06023 _ | 6,00

‘Tabla 75.- Variacidn de la concentracién éptica Tabla 76.~ Variaci6n de la diferencia de color

en las condiciones de la tabla 74. en las condiciones de la tabla 74.

- (léc —
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color verdadero

color caomplementario

viml) | —x v z X Y z
0,00 |79652,2 |80328,9 |96330,3 |9088,2 | 9702,4 |10s21,6
2,00 |79824,6 |79736,2 |97328,8 |8995,5 |10019,7 | 9980,7
4,00 |79774,8 |78947,7 |98393,6 |9017,4 |10460,2 | 9412,4
4,50 |79978,7 |79407,9 |98467,3 |88&9,1 |10183,1 | 9375,7
4,70 |80283,9 |80177,9 |98432,9 |8657,6 | 9727,8 | 9396,5
4,80 |80790,5 |81332,1 |98368,1 |8339,5 | 9059,4 | 9434,5
4,90 |81983,5 |83912,5 |97719,8 |7655,2 | 7658,2 | 9787,4
4,95 |83734,8 |86s63,2 |97134,3 |6757,5 | 6289,3 |10110,5
5,00 |8e008,0 |88924,9 |95931,8 |5643,9 | 5119,1 |10761,1
5,08 |87277,2 |90011,8 |95333,9 |5046,5 | 4594,4 |11085,9
5,10 |a@8264,2 |90724,0 |94919,0 |4s90,8 | 4a2s50,4 |11312,1
5,20 |89145,9 |91415,1 |94534,8 |4188,9 | 3937,8 |11470,3
5,50 |90089,3 |92039,6 |94150,3 |37e8,1 | 3651,4 |11737,9
6,00 |90459,7 |92247,6 |93sas,1 |3511,9 | 3559,8 |12014,2

Tabla 77.- Valores_triestimulus de la transicidén de color

cuando se utilizan: 0,025 ml de violeta cristal 0,1 %,

2,75 ml de amarillo de neozapon 0,01 % y 1 ml de azul de

timol 0,01 %.




o(m1), N AJ/av 10° v v(m) AE¥ | AE¥/pv v
0,00 0,09272 ~0,50 1,00 | |0,00 1,843 0,92 1,00 -
2,00 0,09172 -0,17 3,00 2,00 1,974 0?99 ’
4,00 0,09138 —2,92 4,25 4,00 o’sao 1,“6 Z’SZ
4,50~ | 0,08992 -10,20 4,60 4,50 1,148 5,:4 4,60
4,70 0,08788 -29,70 4,75 4,70 1,632 16,32 4,75
4,80 0,08451 55,10 4,85 4,80 3,504 35,04 o
4,90 0,075940 ~123,00 4,93 4,90 3,041 60’82 -
4,95 0,07325 ~103,00 - 4,98 4,95 2,593 53’86 o
5,00 0,06810 -50,80 5,03 5,00 1’31r 26’33 o
5,05 0,06556 ~35,60 5,08 8,05 0,99; 19,84 e
5,10 0,06378 17,90 5,15 | 5,10 0,822 ‘ 8,22 o
5,20 0,06199 _4,63 5,35 | |5.20 0’995 3,33 o
5,50 0, 06060 0,18 5,75 | |%,90 0’576 s o
6,00 0, 06069 . |8,00 , P "

Tabla 78.— Variacién de la concentrecién dptica ! .
—_— . Tabla 79.- Variacidén de la diferencia de color

en las condiciones de tabla 77. : o B
7 en las condiciones de la tabla 77.

- 6¢ -~
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v(ml) color verdadera color complementario
V. X Y Z X Y z
0,00 81786,8 |80302,7 |112154,8 }|8040,2| 9760,5 |2659,3
2,00 81831,8 |79626,2 |113200,3 |8031,2 |10132,6 {2188,1
4,00 81703,4 |78634,1 }|114466,3 |8129,3 |10706,1 |1624,8
4,50 81302,3 |78888,1 |114541,9 {8049,3 10548;0 1590,8
4,70 81932,6 |79284,9 |114548,1 7948;4 10307,1 |1587,0
4,80 82157,4 |79826,1 |1145316,4 |7795,2 9985;8 1600,0
4,90 82479,2 |80774,9 |114367,2 |7572,4 | 9434,2 (1664,6
4,595 82905,5 |81731,9 |1l14154,4 |7305,3 | 8889,0 |1758,5
5,00 33904,2 183693,7 |113790,1 |65736,6 7815;3 1919,4
5,05 85521,6 |86055,9 |112918,6 |5879,7 | 6574,2 (2311,7
5,10 B7524,7 |88125,9 |111560,0 |4863,9 | 5524,5 |2930,8
5,20 89370,4 |89585,2 |110256,2 |3365,6 | 4809,6 |3332,5
5,50 91027,4 }90731,4 |109053,9 |3195,5 | 4251,1 }|4094,2
6,00 91590,4 |91133,9 |108600,3 {2933,8 | 4078,2 }|4307,8

Tabla 80.- Valores triestimulus de la

color cuando se utilizan: 0,025 ml de

0,1 %y 1 ml de azul de timol 0,01 %.

transicién de

violeta

cristal




v(ml)v. N 0Jd/av 10° v v(ml)v AE¥. bETav v
0,00 0,06472 0 -
! ! -0,17 1,00 0,00 1,816 0,91 1,00
2,00 0,06438 2,00
0,17 3,00 ! 2,310 1,16 3,00
4,00 0,06472 : 4,00
-1,72 4,25 ! 0,369 0,74 4,25
4,50 0,06386 4,50
-5,50 4,60 ! 0,632 3,16 4,60
4,70 0,06276 4,70
-14,60 4,75 ’ 0,792 7,92 4,75
4,80 0,06130 4,80
-22,40 4,85 - 1,524 15,24 4,85
4,90 0, 05906 4,90
-45,40 4,93 ! 1,399 27,97 4,93
4,95 0,05679
! ! -93,80 4,98 4,95 2,628 52,57 4,98
5,00 0,05210 5,00
-107,80 5,03 ! 2,833 56,66 5,03
5,05 0,04671 5,05
-91,60 5,08 2,473 49,47 5,08
5,10 0,04213 |
’ , 0421 ~32,00 5,15 | | Sflo 2,054 20,54 5,15
5,20 0,03893 5,20 :
-8,10 5,35 ! 1,847 6,16 5,35
5,50 0, 03650 ‘
! -1,38 5,75 | 5,50 0,662 1,32 5,75
6,00 0,03s81 6,00

Tabla 81.- Variacién de la concentracién bptica

en las condiciones de la tabla 80.

Tabla 82.- Variacién de la diferencia de color

en las condiciones de la tabla 80.

- 1ee -
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Figura 38.- Curvas de transicién de color de las mezclas
indicador-colorantes. Sistema CIE Lab 1976.

I.- 0,05 mi de violeta cristal 0,1 %; II.- 0,025 mi de vio
leta cristal 0,1 %y 2,75 mi de amarillo de neozapon 0,01 %
III.- 0,025 mi de violeta cristal 0,1 % y 1 mi de azul de
timol 0,01 &%; IV.- 0,025 mi de violeta cristal 0,1 % 2,75

mi de amarillo de neozapon 0,01 y 1 mi de azul de timol 0,01%
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150

100

50

10

5,0 6,0 v(ml)

I.- 0,05 ni de violeta cristal 0,1 %; II.- 0,025 mi de
violeta cristal 0,1 %y 2,75 mi de amarillo de necza-
pon 0,01 %; III.- 0,025 mi de violeta cristal 0,1 %,

y 1’'mi de azul de timol 0,01 %; IV.- 0,025 ni de vio-
leta cristal 0,1 % 2,75 mi de amarilla de neozapon
0,01 % vy 1 mi de azul de timol 0,01 %.

Figura 39.- Variacién de la concentracién oéptica para

las mezclas indicador-colorantes.
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100

50

10

I.- 0,05 mi de violeta cristal G,1 % II,- 0,025 mi
de violeta cristal 0,1 %4 y 2,75 mi de amarillo de
neozapon 0,01 IITI.- 0,025 mi de violeta cristal
0,1 $ y 1 mi de azul de timol 0,01 IV.- 0,025 mi
violeta cristal-0,1 % 2,75 mi de amarillo de neoza-
pon 0,01 %y 1 mi de azul de timol 0,01

Figura 40.- Variacién de la diferencia de color

para las mezclas indicador-colorantes.
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Metformin Metformin %
dicad 7 £
afiad. (mg) | TMOHOROCF hallada (mg) i > «
simple 38,903'35352; 38,525 135,63 | 0.4 0,6
38,4(2) 38,71; 38,52. ' : : :
’ mixto 38,525 38,33; 38,525 | 3541 | 0.3 0,03
33,33; 38,33.. ’ ’ ’
simple 15,71; 15,64; 15,71; 5
s 0
15,3(7) 15,64; 15,86. il B 22
’ mixto 15,33; 15,41; 15,41; 15.38 | 0.3 0,1
15,41; 15,33. o1 ’ ’
simple 4,08; 4,125 4,10; 4.10 0,5 6,8
3,8(4) 4,12; 4,08. i : ’
’ mixto 3,85; 3,89; 3,85; 3,87 | 0,5 0,9
3,87; 3,89. ’ B ’
simple  |1,72; 1,75; 1,72; 1,72 | 1,8 |12,a
1 5(3) 1,68; 1,75. : : ’
’ mixto 1,60; 1,625 1,60; 1,61 | 1,0 4,7
1,62; 1,58. ’ ’ ,
simple no se obkserva
vira je
0,7(7) mixto 0,84; 0,86; 0,88; 0,85 | 1,9 |11,3
0,86; 0,84. ' ' ’

Tabla 83.- Valoraciones visuales. Comparacidn entre el

indicador VC - AN- A Ty el violeta cristal.
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II.3.4.- CONCLUSIONES

- Se realizan. medidas eépectrofotométricas de la..valoracidn de
metformin con HClD4 en medio acético glacidl y distintos indicadores

Se establece la transicidén de color para cada uno de ellos.

_ Las transiciones cromdticas mds largas corresponden al viole-

ta de metilo y vicleta cristal.

- Se representan los diagramas AJﬁAv y'AE*[Av frente al volu-
men de valorante adicionado, para cada uno de los indicadores estu-

diados.

— La mayor concordancia entre el pico méximo y el punto final
potenciométrico, del andlisis de los dos graficos, corresponde al
violeta cristal y violeta de metilo. Los restantes indicadores pre-

sentan errores inferiores al 2%.

- La altura de pico establece la nitidez del viraje, en base
a esto, el violeta cristal sobre todo y tambien el.violeta’de metilo
podrian considerarse como los mds nitidos en esta valoracidn. Sien-
do tambien nitido el verde de malaquita, como muestra la figura

AE*/Av frente v(ml) de valorante afiadido.

- De lo anteriormente expuesto se proponén como mds recomenda-
bles en 1la valoracidén de biguanidas can HClD4 eh medio acético gla-
cial el violeta cristal y el violeta de metilo; recomendable el ver
de de malaguita y no recomendables el 0.0 Tropaoclin y el plrpura

"de bromocresol.
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— Se buscan indicadores mixtos para mejorar el viraje del vio-

leta de mefilo y violeta cristal.

~ De las experiencias realizadas se proponen como nuevos indi-

cadores mixtos:

violeta de metilc : amarillo de neozapon : azul de timol
(1,7 : 4,7 : 1)
violeta cristal : amarillo de neozapaon ¢ azul de timol

(1 :11 : 4a)

- lLas representaciones de la variacién dedJ y desE¥, demuestran
que mejoran la exactitud y la nitidez del viraje, con respecto a

los correspondientes indicadores simples.

- Se realizan valoraciones visuales para comparar los resulta-
dos obtenidos con el indicador simple y el mixto correspondiente;
se logran resultados mds exactos para cualquier concentracidn de
metformin a la vez que se mejora la nitidez y la comodidad en la
observacidn del viraje, por lo gue ambos indicadores propuestos

resultan ventajosos.



IT.4.- SISTEMA CLORHEXIDINA ~ VERDE DE BROMOCRESOL -

TRITON X-100.
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Recientemente se han desarrollado diferentes procedimientos
extracto-colorimétricos para determinar la clorhexidina en distin-
tos preparados farmaceuticos. Todos ellos estdn basados en la for-
macidn de pares idnicos entre la biguanida en forma catidnica y un
reactivo coloreado anidnico: naranja de metilo, azul de timol, ver-

de y plrpura de bromocresol y azul de bromotimol (70)(71)(72)(73).

El par idnico formado es fédcilmente soluble en disolventes
apolares (el mds utilizado es el cloroformo) que actuan como agen-
tes extractantes. Una variable experimental importante para la for
macidn de estos sistemas es el pH del medio ya que se ha de dispo-
ner de las formas ifnicas adecuadas tanto de la biguanida como del

contraidén, siendo el pH de precipitacidn ligeramente &cido & neutro.

En la bibliografia existente tan solo se encuentra la aplica-
cibén analitica de este tipo de compuestos, sin un estudio quimico
previo de los productos de reaccidn implicados. Unicamente se ha
descrito la estequiometria de la reaccidén naranja de metilo-clorhe-

xidina, que resulta ser 2:1 (72).

En esta parte de la memoria se procede a estudiar estos sis-
temas tratando de simplificar los procedimientos analiticos existen
tes. Para ello se parte de la base de que la solubilizacién, disper
sidn & peptizacidn con agentes tensioactivos de estos pares idnicos
puede permitir la evaluacidn directa de la clorhexidina, obviando

el proceso de distribucién liquido-liguido.

De los ensayos previaos realizados se deduce como mds conve-
niente el sistema Verde de bromocresol-clorhexidina-Triton X-100,

desarrolldndose el procedimiento analitico resultante en dos mo-

.
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dalidades diferentes:
1.- Determinacidn colorimétrica convencional
2.- Determinacién colorimétrica mediante andlisis por

inyeccidén en flujo (FIA).

IT.4.1.-ENSAYOS PREVIOS

Utilizando semimicrotubo de ensayo se introducen en este orden:
disalucién de clorhexidina 2 10 M, disolucién de contraién 4 10
M ajustdndose el medio a pH 5-6 con gotas de tampdn acético-acetato
y por (ltimo se adiciona el agente tensiocactivo; la relacién bigua-
nida-reactivo coloreado es aproximadamente 1:2. También se preparan

disoluciones blanco idénticas pero exentas de clorhexidina.

Los colorantes ensayados son naranja de metilo, verde de bro-
mocresol, azul de timol y pdrpura de bromocrescl. Los surfactantes
no idnicos estudiados: Triton X-100, Emulsogen EL, Nemol K10/30,

Emulsogen LP, Emulsogen M, Emulsogen MS y goma ardbiga.

La observacidn visual de dichas reacciones revela un mayor
contraste de color entre la disolucidén que contiene clorhexidina y
el blanco correspondiente para el caso del verde de bromocresol que
péra cualquier otro contraidn. El color de la primera resulta ser
verde azulado siendo el de la segunda verde amarillento, observénda
se que si se adiciona mds biguanida que la correspondiente a la re-
lacidn 1:2 la disolucidn toma color azul. Las disoluciones corres-
pondientes al azul de timol y plrpura de bromocresol no presentan

diferencias de color apreciable.

Se registran los espectros de absorcidn en el visible de las

disoluciones correspondientes al naranja de metila (Figura 41) y



0,500
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350 450

Figura 41.- Espectros correspondientes a disoluciones

naranja de metilo-clorhexidina-emulsogen EL, ( ) Y

naranja de metilo-emulsogen EL (——-) a distintas con-

centraciones de tensioactivo. |N M| =2,4 10 ~
4 aprox

Clorh =1,1 10

aprox.
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verde de bromocresol (ver figuras 43 y 44) frente a blancas patrén
de agua desionizada y se comparan con los éspectros de las disolu-
ciones similares pero exentas de clorhexidina frente al mismo blan
co. Los espectros muestran gue los desplazamientos de las bandas

de absorcidn respecto a las referencias son poco relevantes (valor
mdximo 20 nm), aungue la presencia de biguanida suele intensificar

dichas bandas.

Evaluando los factores desplazamiento e intensificacidn de
las bandas, el colorante resultd ser el verde de bromaocresol, ya
qgue incrementa en mayor medida la intensidad de la banda de absor-
cién (méximo 620 nm) aln absorbiendo practicamente a la misma lon-

gitud de onda que la referencia.

De los agentes surfactantes ensayados el Triton X-100 resul-
té ventajoso ya que proporciona una mayor sensibilizacidn de la

reaccidn a la vez gue es un reactivo de fdcil acceso comercial.

También se observd que el orden de adicidén de los reactivas
no influia significativamente en el valor de la Absorbancia, por
lo que se eligid el siguiente: a la mezcla de verde de bromocresol
y clorhexidina se adiciona el tampdn y posteriormente el Triton

X-100.

Teniendo en cuenta este orden de adicién y los espectros ob-
tenidos (valores de absorbancia nulos en determinadas zonas) se
puede hablar de solubilizacién de los pares idnicos por formacidn

de micelas.

Interpretacién de los espectros obtenidos

Con el objeto de interpretar los espectros obtenidos en los

ensayos previos y los fendmenos que los originan, se han desarro-
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llado experiencias que han permitido obtener uma serie de conside-
raciones que se exponen a continuacidn, apoyandose en los dataos
bibliogrédficos referentes al comportamiento del verde de bromoecre-
s0l en solucidn acucsa. Se han comparado los espectros de absorcién
del réactivo en solucién acuosa y en presencia de Triton X-100 (0,1
%) y estos Gltimos con los correspondientes al producto de reac. -

cidn con clorhexidinz.

En la figura 42 se dan los espectros de soluciones acuosas
de verde de bromocrescl a diferentes valores de pH (E1 intervalo de
trasicién de color es 3,8-5,4, a pH 3,8 el color de la solucién es
amarillo y a pH 5,4 azul; pK 4,66 I=0,1 M (185)) y en la figura 43
los correspondientes a soluciones de reactivo que contienen un D,l%
de trion X-100, observdndose un desplazamiento batocrémico de la
banda que en solucidn acuosa aparece con mdximo a 615 nm y uno hip
socrémico de la correspondiente a 440 nm, este efecto se da general
mente en soluciones acuosas de colorantes que contienen agentes ten

sioactivos.

La accidn del Triton X-100 sobre el verde de bromocresol mo-
difica el equilibrio entre la forma neutra y la anidnica, aumentan
do el valor de pK, por lo que amplia'la zona de existencia de la es
pecie neutra, hecho que se pone de manifiesto en la figura 44. Este

mismo efecto se observa si el medio va perdiendo polaridad (186).

Al afadir biguanida a la solucidn del reactivo en Triton X-
100 se observa un efecto hipercrdémico de la banda de mdximo 620 nm
y uno hipocrémico de la gue aparece sobre 420 nm, hecho que puede
ser explicado teniendo en cuenta que la biguanida protonada favore
ce el desplazamiento del equilibrio hacia la especie anidnica del

verde de bromocresol en detrimento de la forma neutra.
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Figura 42.- Espectros correspondientes a disoluciones
acuosas de verde de bromocresol 2,9 10 * M a diferentes
pHs. I.- 2,20 . II.- 4,31 ~ III.- 4,76 , IV.- 5,05 vy

v.- 11,75.



Figura 43 .- Espectros correspondientes adisoluciones deverde debromocresol

y!

1,000

Tritén X-100 0,1

5.- 5,27; 6.- 5,59;

b a
7.-

400 500 600

diferentesvaloresdepH:1.- 3,97 2.-4,35;
5,97 y 8,-6,18.

A (nm)
-5
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3.-4,64; 4,-4,91
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2,000
A =620 nm

A =615 nm

1,000

A =420 nm

8,00 1,00 pH

4,00 6,00

para el verde de bromocresol en medio

= f(pH)
% (6,7 10 5 M; 2 y 3).

Figura 44 .- Curvas A =

acuoso (2,9 10 5 M ; 1) y en medio Tritém X-100 0,1
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Se elige como longitud de onda de trabajo 630 rm (méximo del
espectro de la disolucidn Verde de Bromocresocl-Clorhexidina-Triton
X-100 frente a blanco Verde de Bromocresol-Triton X-100; figura 46)
por presentar variaciones poéitivas y mds acusadas que las corres—

‘pondientes a 420 nm,

Las variables que se estudian a continuacidn son:
-Influencia de la acidez.
~Influencia de la concentracidn de Triton X-100.

-Influencia de las especies tamponantes.

IT.4.2.- INFLUENCIA DEL MEDIO

1.- INFLUENCIA DE LA ACIDEZ

Para caonocer la zona 6ptima de pH en la formacidn de los
productos verde de bromocresol-clorhexidina solubilizados en Triton
X-100, se desarrollan los espectros de absorcién de varias muestras

a diferentes valores de pH en el intervalo 4-6,2.

Método

Las disoluciones se preparan por mezcla de 1 ml de solucidn
de clorhexidina 3,67 1l'.1_4 M, 3,2 ml de verde de bramocresol 5,25
1074 M, 5 ml de mezcla reguladora (Ac /HAc, I=0,5 M) de pH adecua-
do, 1 ml de triton X-100 2,5 % y finalmente se lleva el volumen a
25 ml con agua desionizada. El1 blanco patrén se prepara de la mis-

ma forma omitiendo la clorhexidinz.

Se registran los espectros de absorcién de las disoluciones
verde de bromocresol-clorhexidina frente a blanco agua y los de
las disoluciones verde de bromocresol-clorhexidina-Triton X-100

frente a blancos agua y disolucidn exenta de clorhexidina; las



- 248 -

celtdas utilizadas son de 1 cm de camino 6ptico y se termostata a

259C.

Ressultados y discusidn

Los espectros registrados se dan en las figuras 43, 45 y 46.
En la tabla 84 se dan los valores de absorbancia a 630 nm de las
differentes soluciones verde de bromocresol-clorhexidirm frente a
blaanco patrén y en la figura 47 se representan dichas absorbancias
en funcidn del pH, los espectros —orrespondientes a las citadas di
solluciones son los que aparecen en la figura 46. En dicha figura
se observa que a medida que aumenta el pH lo hace la intensidad de
la banda de absorcién (mdximo 630 nm), sufriendoc el méximo un des-

pleazamiento batocrdmico e hipocrdémico a partir de pH 5,60.

A la vista de la figura 47 se deduce que el intervalo de pH
miss adecuado seria el comprendido entre 5,20-5,60, la amplitud del
inttervalo es pequefia como cabia esperar, puesto que la formacidn
de pares idnicos se dard en la zona donde predominan ambas formas

idrnicas necesarias.

pH A pH A
3,96 0,020 5,28 0,205
4,36 0,055 5,60 0,207
4,65 0,096 6,00 0,180
4,92 0,140 6,20 0,140

Tatbla 84.- Valores de absorbancia a 630 nm y 25°C para disolucio-
ne:s Verde de bromocresol-clorhexidina-triton X-100 a distintos va-

loires de pH.
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Figura 46.- Espectro” correspondientes a disoluciones de clorhexidina 1,47 10—

M-verde de
bromocresol 6,72 10

M-tritén X-100 0,1 % frente a blanco VB-tritén X-100 a diferentes
valores de pH: 1.- 3,96; 2.- 4,36; 3.- 4,65; 4.- 4,92; 5.- 5,28; 6.- 5,60; 7.-6,00 y
8.- 6,20.
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A =63G nm

0,300

0,200

5,00 6,00

Figura 47.- Influencia del pH en la absorbancia de
disoluciones Verde de Bromocresol-Clorhexidina-Tri_

ton X-100 . (blanco: verde de cromocresol-Triton X-100).



- 252 -

2.~ INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE TRITON X-100
Método

Se procede a la obtencidn de los espeétros de absorcidn de
las disoluciones verde de bromocresol-triton X-100 y verde de bromg
cresol—clorhexidina—triton X-100 adecuadamente tamponadas a pH 5,35
(tampén Ac /HAc, I=0,5 M). Como blanco de referencia se utiliza a-
gua desionizada y para el sistema ternario ademds la primera de las
disoluciones citadas. Las celdas empleadas son de 1 cm de camino

6ptico manteniendose la temperatura a 259C.

Las disoluciones correspondientes se preparan pipeteando 2,5
ml de clorhidrato de clorhexidina 3,67 lU_4 M, 3,5 ml de verde de
bromocresol 5,25 lD_4 M, 5 ml de tampdn de pH 5,35 y distintas
cantidades de Triton X-100 2,5 % ( 0,75; 1,00; 1,50; 2,00; 5,00 y

10,00 ml) llevando el volumen final a 25 ml,

Resultados y discusidn

Los espectros correspondientes se muestran en las figuras 48,
49 y 50. En la tabla 85 se dan los valores de absorbancia a 630 nm
y en la figura 51 se representan dichas lecturas frente a la concen-

tracidn de agente tensioactivo.

Por observacibn visual se ve que las cantidades de tritan
X-100 ensayadas mantienen el sistema solubilizado al manos una sema
na, excepto la concentracién de 0,08 % gque tan solo lo hace durante

un cuarto de hora (espectro 1l de las figuras 49 y 50).

la influencia que sobre las disgluciones verde de bromocresal-
triton X-100 y verde de bromocresol-clorhexidina-triton X-100 e jer-—

ce la concentracidn de triton X-100 presente, se manifiesta en el
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Figura 48.- Espectros correspondientes a disoluciones de verde de bromocresol 7,35 10 * My
tritén X-100 variable : 1.- 0,08 %4 2.- 0,10 %; 3.- 0,15 %; 4.- 0,20 4 5.- 0,5 3y 6.- 1,0

==
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/*4\ \
1,000

500 600 A (nm)

Figura 49 .- Espectros correspondientes a disoluciones de
-5 -5

verde de bromocresol 7,35 10 M -clorhexidina 3,67 10 M

y tritén X-100 variable: 1.- 0,08 % 2.- 0,10 %; 3.- 0,15 %;

4.- 0,20 % 5.- 0,5 %y 6.- 1,0 %.
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Figura 50.- Espectros correspondientes a disoluciones
de verde de bromocresol 7,35 10 *~ M-clorhexidina 3,67
10_5 M y tritén X-100 variable frente a blanco VB-
Triton X-100. 1.- 0,00 % 2.-.0,10 %; 3.- 0,15 % ;

4.- 0,20 % 5.- 0,5 %; 6.- 1,0 %



- 256 -

1,000

0,500

0,20 0,40 0,60 % tritén X- 100

Figura 51 .- Influencia de la concentracién de tritém X-100.
Valores de absorbancia a 630 nm de disoluciones que contienen
verde de bromocresol (5,25 10 ° M) y clorhexidina (3,67 10 ~ M)
y distintas cantidades de tritén X-100 frente a blanco agua (il)
y blanco VB- Tritén X-100 (ill); I.- VB-tritdén X-100 frente a

blanco agua.
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mismo sentido, disminuir la absorbancia del maximo correspondien—
te a medida que aumenta aquella, sin embargo, este efecto es menos
aﬁusado en el caso del reactivo (ver figura 51) observandose tam-
bien un desplazamiento batocrdémico de la banda que aparece sobre

620 nm.

En la figura 51 se obhserva que para concentraciones de tri-
ton X—lOD superiores al 0,2 % la disminucidn de absorbancia a
630 nm de la disoluciénvverde de bromocrescl-triton X-100 es peqgue
fa y menos acusada para el caso del sistema ternario. A la vista de
esto, se puede trabajar con una concentracidn de tensioactivo de
0,1 % si se quiere gue la determinacidn correspondiente sea mds
sensible, ganandose seguridad si se trabaja a concentraciones Supg

riores al 0,2 %.

. d ' '
gizion i—lOO (%) A A Ay
0,1 0,768 1,335 0,618
0,15 0,722 1,121 0,431
0,2 0,681 1,042 0,360
0,5 0,642 0,841 0,202
1,0 0,620 0,731 0,121

Tabla 85.- Valores de absorbancia a 630 nm y 259C de disoluciones
Verde de bromocresol-Triton X-100 y Verde de bromocresol-Clorhexi-

dina-Triton X-100 frente a blanco agua (A y A2 respectivamente) y

1
tambien blanco Verde.de bromocresol-Triton X-1UU para las segundas

(AB) a distfntas concentraciones de Triton X-100.
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3.- INFLUENCIA DE LAS ESPECIES TAMPONANTES

Con el objeto de elegir el tampén méds adecuado de entre los
que cubren la zona 6ptima de pH adecuada (5,20-5,60), se realizan

una serie de experiencias que se exponen a continuacidn.
Métoda

Los tampones estudiados son: Acético/Acetato, Ftdlico/Ftalato,
Citrico/Citrato, Citrico/Fosfato y Succinico/Succinato. Se preparan

con médxima capacidad reguladora a I=D;5 M, siendo el pH 5,35.

Las soluciones se preparan en matraces aforados pipeteando 2
ml de clorhexidina 3,67 1074 M, 3,5 ml de verde de bromocresol 5,25
10_4 M, 5 ml del tampdn correspondiente y 1 ml de triton X-100 2,5%.
Se afora a 25 ml con agua dBSiqnizada. Tambienvse preparan disolu-=

ciones blanco patrén de idéntica forma pero exenta de biguanida.

Las medidas de absorbancia se realizan de la forma descrita

en los apartados anteriores.

Resultados y discusién

Los espectros correspondientes a las disoluciones biguanida-
verde de bromocresol-triton X-100 y verde de bromocresol-triton

X-100 se dan en las figuras 52, 53 y 54.

De la observaci6én del gréafico 54 se deduce gue las tampones
citrico/citrato, citrico/fosfato y succinico/succinato proporecio-
nan las mayores diferencias en la absorcidn entre la disolucidn
con clorhexidina y la del "blanco" (verde de bromocresol-triton
X-100). Sin embargo, de éstos tres resulta mds adecuado el succi-
nico/suucinato ya que intensifica en menor medida la absorcidn de-

bida al reactivo libre (figura 52).

[
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Figura 52 .- Espectros correspondientes a disolucio-
-5
nes de verde de bromocresol 7,35 10 M - tritén X-1lid

0,1 % tamponadas a pH 5,35 con: 1l.- Acético/Acetato;
2.- Ftalico/Ftalato; 3.- Citrico/Citrato; 4.- Citrico/

Fosfato y 5.- Succinico/Succinato.
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1,000

400 500 600 A (nm)

Figura 53.- Espectros correspondientes a disoluciones
verde de bromocresol 7,35 10_5 - clorhexidina 2,94 10 ° M -
tritén X-100 0,1 % tamponadas a pH 5,35 con: 1.- Acético/
Acetato; 2.- Ftalico/Ftalato; 3.- Citrico/Citrato; 4.-

Citrico/Fosfato y 5.- Succinico/Succinato.
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0,500

500 600 A (nm)

Figura 54 .- Espectros correspondientes a disoluciones
verde de bromocresol 7,35 10_5 M - clorhexidina 2,94 10
M - tritém X-100 0,1 % tamponadas a pH 5,35 con: 1.- Acé
tico/Acetato; 2.- Ftalico/Ftalato; 3.- Citrico/Citrato ;
4.- Citrico/Fosfato; 5.- Succinico/Succinato. El1 blanco

utilizado es VB-Triton X-100.
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IT.4.3.- ESTABILIDAD DE LAS DISOLUCIONES

Método

Se preparan 3 disoluciones de verde de bromocresol-clorhexi
dina—tritqn X-100 en las que la relacidén de concentraciones se man
tiene constante e igual a tres (verde de bromocresol/biguanida), pe
ro con disfintas concentraciones de clorhexidina. Paralelamente =
preparan los blancos patrdén respectivos de verde de bromocresol-tri
ton X-100, en todos los casos se tampona a pH 5,35 con succinico/
succinato (5 ml), siendo la concentracién de tensioactivo del Q,l%.
E1l ordep de adicidén de los reactivos es el descrito en los aparta-

dos anteriores.

Se toman medidas de absorbancia de las disoluciones, frente
a un blanco de reactivo-triton X-100, en el transcursoc del tiempo

manteniendo las disoluciones a temperatura ambiente y a 630 nm.

Resultados y discusidn

Los resultados obtenidos se dan en la figura 55. Las solucig
nes son estables por lo menos 24 horas, disminuyendo la absorban-
cia a las 48 horas. El porcentaje de pérdida de absqrbancia es el
mismo para las tres disoluciones y corresponde a un 50 % a las

48 horas.
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Figura 55.- Estabilidad de las disoluciones VB-Clorhexidina-triton X-100
. . 5
M 3.-

Concentracidn de clorhexidina: 1.- 2,64 10 My 2.- 2,05 10

1,47 1072 .
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II.4.4.—NATURALEZA DEL SISTEMA VERDE DE BROMOCRESOL-

CLORHEXIDINA EN PRESENCIA DE TRITON X-100

Se realiza el estudio quimico del sistema verde de bromocre-—
sol-clorhexidina con el fin de conocer la estequiometria del com-
puesto & compuestos formados, asi como las constantes condiciona-

les de equilibrio.

Para ello se estudia el sistema en presencia y ausencia de
agente tensioactivo y se aplican los métodos de las relaciones mo-
lares, determinacidn del nimero de especies absorbentes y método

de Asmus.

1l.- ESTEQUIOMETRIA DEL SISTEMA VERDE DE BROMOCRESOL-CLORHEXIDINA
EN AUSENCIA DE TRITON X-100.

Métoda

Se llevan a cabo medidas espectrofotométricas de la reaccidn
entre el verde de bromocresol y la biguanida sin la presencia de
agente tensioactivo, con el fin de obtener la esteguiometria de

la especie 6 especies que se forman.

Para ello se mezclan 5 ml de verde de bromocresol 1,11 10
M a pH 5,35 (tampdn succinico-succinato), cantidades crecientes de
clorhexidina 7,92 10-4 M y los volimenes correspondientes de agua
desionizada hasta un volumen final de 10 ml, en tubos de centrifu-
ga. Una vez centrifugado se extrae una alicuota del liguido sobre
nadante y se lee su absorbancia a 615 nm frente a blanco agua des-

ionizada, con el fin de evaluar el exceso de verde de bromocresol.

Se prepara otra serie en la que la clorhexidina se mantiene

-5
canstante (5 ml de clorhexidina 2,23 10 ~ M, pH 5,35) y se adicio-
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-4 -
nnan cantidades de verde de bromocresol 3,63 10 M, siguiendo el

mnismao procedimiento descrito en el pdrrafo superior.
R3esultados

Los resultados obtenidos se dan en la tabla 86 y figura 56.
PPara ambas series se obtienen tres rectas que se cortan en los pun
ttos correspondientes a una estequiometria 1:1 y 1:2 para el siste-

mna sfAlido clorhexidina-verde de bromocresol.

12 serie: concentracidn de clorhexidina variable

ml de clorh, Cororh.’ Ccrorn.t Cv.s. | Pe15 mm
0,00 ‘ 0,00 2,000
012 0,15 1,410
0,14 0,17 1,310
0,20 0,22 1,240
o' 25 0,28 1,130
0,36 0,34 1,086
0 40 0,36 0,840
0,46 0,40 0,710
0,56 0,44 0,397
0,70 0,50 0,181
0,92 0,57 0,048
1,40 0,67 0,034
2,80 0,80 0,023

22 serie: concentracidn de verde de bromocresol variable

ml de V.B. CV.B./ DClorhT Cy. 8. A615 rm
2,40 0,80 2,039
1,90 0,76 1,530
1,66 0,73 1,200
1,20 0,66 0,841
1,10 0,64 0,672
0,90 0,59 0,542
0,76 : 0,55 0,398
0,60 0,49 0,262
0,46 0,43 ‘ 0,228
0,30 0,33 0,158
0,22 0,26 0,094
0,00 0,00 0,000

Tlabla 86.- Estequiometria del sistema V.B.-Clorh. en ausencia de
Triton X-100
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serie
2,000
1,000

o/
VB VB

2~ serie

1,00
.0.
0,60
¢ 20 ! CClorh/CVB+ XClorh.
Figura 56.- Estequiometria del sistema V.B.-Clorhexidina en

ausencia de tritén X-100. (ver tabla 86).
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2.- METODO DE LAS RELACIONES MOLARES (CURVAS DE SATURACION)

Con el fin de conocer la naturaleza del sistema verde de brg
macresol-clorhexidina solubilizado por la presencia de triton X-100,
se disefan varias series de experiencias en las que se mantiene
constante 1la concentracidn de uno de los reactivos y se varia la

del otro de modo continuo.

a).- Variacién de la concentracién de verde de bromocresol

Mé&toda

Se preparan una serie de disoluciones en las que la concentra
cidbn de biguanida se mantiene constante e igual a 2,06 10_5 M, se
afiaden voldmenes crecientes de solucidn de verde de bromocresol
5,54 1D_4 M, 5 ml de la solucidén tampdn succinico/succinato, 1 ml
de triton X-100 2,5 % y se afora a 25 ml con agua desionizada. Co-
mo disoluciones de referencia en las medidas de absorbancia se utl
lizan disoluciones idénticas a las anteriores pero exentas de clor-
hexidina, registrdndose los espectros en el intervalo de longitudes

de onda que va de 500 a 700 nm.

Resultados y discusidn

En la tabla 87 se muestran los valores de absaorbancia obteni-
dos a 630 nm; los espectros correspondientes a las disoluciones pre
paradas se dan en la figura 57 no habiendo variacidn apreciable en

la posicién del méximo.

La representacidn de las lecturas anteriores frente a la rela

cién Gy 5 /Gy,

bancia para relaciones molares superiores a 2,9, observindose que

(figura 58) sefiala la estabilizacién de la absor

la interseccidn de las dos rectas tiene lugar en los valores préxi

mos a 2.
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CVB/,(Clorh. A630 nm CVB~CClorh. A630 nm
0,30 0,052 1,90 0,239
0,50 0,080 2,11 0,258
0,70 0,102 2,32 0,271
0,90 0,140 2,48 0,283
1,08 0,157 2,69 0,293
1,29 0,183 2,91 0,327
1,51 0,205 3,01 0,329
1,72 0,223 3,23 0,329

-5
-Concentracién de Clorh. 2,06 10 M , Tritén X-100 0,1 %.
Tabla 87 .- Curva de saturacidén (variacién de la concen-

tracién de verde de bromocresol).

500 600 ! 2=("rlm)
Figura 57.- Espectros correspondientes a las disoluciones

de la tabla 87.
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0,300

0,200

0,100

2,00 3,00
CVB//XClorh.

Figura 58.- Curva de saturacién (variacién de la concentracién

de verde de bromocresol).
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b).- Variacién de la concentracidén de Clorhexidina

Métodao

En matraces aforados de 25 ml se preparan disoluciones toman
—4
do 3,7 ml de verde de bromocresol 5,54 10 M, voldimenes crecien-
-4
tes de solucidn de clorhexidina 3,67 10 M, 5 ml de la solucidn

tampén y 1 ml de triton X-100 2,5 %.

Como "blanco" para las medidas de absorbancia se toma una di
solucidn constituida por reactivo, tampdn y triton X-100 en las

mismas proporciones que las muestras.

Los resultados aobtenidos aconsejaron la realizacidn de otras
dos experiencias: en una se aumentd la concentracidn de tensiocacti
va a 0,2% y en la segunda se disminuyd el verde de bromocresol a

2,21 107° .

Resultados y discusidn

Los espectros correspondientes a las tres experiencias reall
zas se dan en las figuras 59, 60 y 61 y los valores de absorbancia
respectivos a 630 nm aparecen en la tabla 88, dichas lecturas repre
sentadas frente a la razdn molar C orh./ CV.B. aparecen en la figu

C1l
ra 62.

Las disoluciones con relaciones molares C /C superio
Clorh.” V.B. -
res a 0,49 correspondientes a la primera serie realizada presenta-
ron turbidez, por lo gue solo se ohserva una linea recta (figura

62) cuyo ajuste da la ecuacién A = -0,06+ 16976 C (r=0,999).

A la vista de estos resultados se realizd la segunda experien
cia obteniendose una curva de saturacidn sensiblemznte distinta a

la correspondiente al apartado anterior, no llegdndose a saturar

el sistema verde de bromocresocl-clorhexidina aln a valores
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CClorh./CV.B.

rresponde a una nueva asociacidn de estabilidad baja.

=8,2. Por lo gque en principio se puede pensar que co-

La tercera serie realizada (curva III, figura 62) muestra que
dicha asociacidn no alcanza valores comstantes de absorbancia en el

rango de relaciores molares que va de 0,67 a 20,94,

-5
Curva I: concentracién de V.B. 5,98 10 M y de tritron X-100 0,1%
C A c C
CClorh./ V.B. 630 nm Clorh./ V.B. A63D nm
0,10 0,071 0,35 0,303
0,15 0,101 0,40 0,347
0,20 0,143 0,45 0,411
0,25 0,185 0,49 0,463
0,30 . 0,233 0,61 turbidez
-5
‘Curva II: concentracién de V.B. 5,54 10 M y de triton X-100 0,2%
CClorh./CV.B. ASSD nm CClor‘h./CV.B. A630 nm
0,27 0,127 1,73 0,671
0,40 0,192 _ 2,01 0,732
0,53 0,248 2,68 0,860
0,67 0,311 4,02 1,031
0,94 0,431 5,36 1,137
1,23 0,514 8,37 1,262
1,48 0,589

Curva III: concentracidn de V.B. 2,21 10—5M y de triton X-100 D,l%

CGlorh./CV.B. A630 nm CClorh./CV.B. ASBD nm
0,67 0,093 4.33 0,366
1,00 0,141 5,03 0,384
1,34 0,174 - 6,70 0,416
1,68 0,208 10,05 0,469
2,35 ' 0,268 13,40 0,493
3,07 0,303 20,94 0,530
3,70 Q0,339

Tabla 88.- Curvas de saturacién (variacién de la concentracién de
clorhexidina) '
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0,500

600

Figura 59.- Espectros correspondientes a las disoluciones

de la 1- serie de la tabla 88.
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0,500 1,000

//

500 600 (nm)

Figura 60.- Espectros correspondientes a las disolucio-

nes de la 2- serie de la tabla 88.
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0,500
LSS
LIIIM i
500 600 A (nm)
Figura 61.- Espectros correspondientes a las disolu-

ciones de la 3- serie de la tabla 88.



serie 25

1,00C
serie 1*
serie 39
0.00i
1,00 3,D0 5,00 7,00
10,00 15, 00

1,00 5,00 m
Figura 52 .- Curvas de saturacién (variacién de la concentracién de

clorhexidina (ver tabla 38).

SLZ
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3.- DETERMINACION DEL NUMERO DE ESPECIES ABSORBENTES
- Fundamentos

Con el fin de determinar el nimero de especies que absor- -
ben en la zona de longitudes de onda de interes, se aplica el
método de Coleman, Varga y Mastin(lB?) a los datos experimenta-
les obtenidos y cuyo fundamento,se basa,en el hecho de que si se
desarrolla el espectro de absorcidén de una serie de disoluciones
en las gue se varia regularmente la concentracitn de uno de las
reactivos, se obtienen un conjunto de datos de absorbancia Aij
(los subindices i indican la longitud de onda y j la composi-
cién de la disolucién). Con estos datos podemos construir una

matriz de absorcidn HAi .

J
A A e o v 00000
11 12 M3
A A "OIDIUIA
21 22 2]

A A ..........A
i1 "i2

ij
- E1 rango de una matriz nos da el ndmero de elementos li-
nealmente independientes de la misma, que para una matriz de ab-

sorcidn coincide con el ndmero de especies absorbentes en la di

solucidn.

Si la matriz es de rango R, deben hacerse igual a cero to

dos los determinantes de orden R &+ 1.

S5i sola existe una especie absorbente, R=1 y por tanto:
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Ajy-Ron = Axhpn

A A A
1 12 iy
A A A
21 22 23 Y
Representando los puntos (x,y) de coordenadas (Ai , Ai'j)

debe obtenerse una lfnea recta gque pase por el origen.

Si R=2, el determinante:

1 1 1
A =
A21/A11 522/A12 23/A13 0

A
A31/611 A32/A12 ASB/ 13

1o que se cumple cuando:

A /A
2/fn Plfp Palfg X
/

AplAy AslPn AaalAs Y

Dicha ecuacidén restringe los puntos (x,y) de coordenadas
, (Aij/Ai’j , Ai"j/ Ai,j) a una 1fnea recta. Por lo tanto, una re
presentacién grédfica de las absorbancias a tres longitudes de on

da distintas, proporcicna un test para conocer si una serie de

espectros puede describirse en términos de dos especies absor-
bentes.

Si R=3 la aplicacién del método es méds compleja.

Sin embargo, si la suma de las concentraciones de las es-
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pecies absorbentes en solucidn se mantiene constante se simpli-
fica el método. Esta situacibén se da cuando se trata de comple-
Jos metdlicos MLn y en la serie de disoluciones se varia la con
centracién de ligando, manteniendose consgtante la de metal, cum
pliendose la relacidn:

2 (ML) = cte
n
n=0

Asi, para el caso de dos especies absorbentes y en el su-

puesto anterior, el rango de la matriz IlA \les 1la unidad,

- A
ij i13°
por lo que representando (Ai'— Aij') a la longitud de onda i,
J

frente a la diferencia (Ai .) a otra longitud de onda 1]

L4 _A rd
J i7J
se obtendrd una linea recta que pase por el origen.

Del mismo modo, para tres especies absorbentes, el rango

de la matriz J|A, , - Ai .llse reduce a dos, siendo entonces la si

13 J

tuacibén andloga a la descrita para dos especies absorbentes con

estequiometria no constante., As{, la representacién de

(Aij‘Aij’)/(Ai'j‘ Ai'j') frente a (A ")/(Ai'jaAi'

deberd ser una linea recta.

-A
iar‘j i'ajf J')

Mé todo

Se utilizan los valores experimentales de las series de
disoluciches preparadas y estudiadas en anteriores apartados
clasificadas en dds grupos: |
a).— Variacidn de la concentracidn de verde de bromocresocl

Intervalo estudiado 1,29 € C /C < 2,90

V.C." Clorh.
b).- Variacién de la concentracién de clorhexidina (32 serie)

. C 5
Glorh./ V.B.
Las absorbancias utilizadas se registraron en el intervalo

Intervalo estudiada 0,67<C 10,01

550-670 nm cada 10 nm.



Resultados vy discusidn

disoluciones preparadas se dan en las tablas 89 y 90.

Al representar Aij frente a A

6303
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Los valores de absorbancia a cada longitud de onda de las

tanto para la serie a) como

para la b) (figuras 63 y 64), se obtienen lineas rectas que pasan

por el origen de cocrdenadas, por lo

de trabajo estudiadas (nicamente hay

gue en todas las condiciones

una especie absorbente.

Absorbancia 630 nm
Anm) Cy/Coyopn. 1029 1,51 1,72 1,90 2,11 2,32 2,48 2,91
550 0,064 0,072 0,078 0,086 0,088 0,094 0,094 0,109
560 0,077 0,088 0,094 0,102 0,107 0,114 0,114 0,132
570 0,092 0,104 0,112 0,12d 0,128 0,135 0,137 0,158
580 0,107 0,120 0,130 0,139 0,148 0,156 0,160 0,185
590 0,117 0,132 0,142 0,153 0,164 0,172 0,178 0,207
600 0,135 0,151 0,163 0,175 0,188 0,197 0,204 0,237
610" 0,153 0,171 0,186 0,199 0,214 0,224 0,233 0,269
620 0,172 0,192 0,209 0,223 0,241 0,252 0,262 0,302
630 0,183 0,205 0,223 0,239 0,258 0,271 0,283 0,327
640 0,176 0,198 0,215 0,231 0,249 0,263 0,277 0,322
650 0,143 0,166 0,182 0,196 0,211 0,224 0,237 0,281
660 0,107 0,122 0,134 0,145 0,155 0,166 0,179 0,218
670 0,069 0,079 0,087 0,095 0,101 0,110 0,119 0,151

Tahla 89.- Determinacién

(serie: variacién del verde de bromocresol).

del nimero de especies absorbentes



Absorbancia 630 nm
(nm) cClorh_/cVB 0,67 1,01 1,3 1,68 2,35 3,07 3,70 4,33 5,03 6,70 10,05
550 0,031 0,046 0,088 0,059 0,091 0,098 0,109 0,121 0,127 0,131 0,140
560 - 0,038 0,057 0,071 0,085 0,110 b,121 0,134 0,147 0,154 0,160 0,173
570 0,046 0,068 0,084 0,101 0,131 0,145 0,161 0,175 0,183 0,192 0,209
580 0,054 0,080 0,098 0,118 0,152 0,170 0,188 0,205 0,214 0,226 0,247
590 0,0s9 o,088 0,109 0,131 0,170 0,191 0,213 0,232 0,242 0,257 0,283
600 | 0,067 0,102 0,125 0,151 0,195 0,219 0,244 0 265 0,276 0,295 0,328
610 0,078 0,117 0,144 0,173 0,223 0,252 0,280 0,303 0,316 0,339 0,379
520 0,087 0,132 0,162 0,195 0,251 0,284 0,3I6 0,342 o,asé 0,386 0,433
630 0,093 0,141 0,174 0,208 0,268 0,303 0,339 0,365 0,384 0,416 0,469
640 | 0,089 0,135 0,167 0,200 0,258 0,291 0,326 0,353 0,372 0,404 0,458
650 |- - 0,073 0,112 0,139 0,166 0,216 0,244 0,274 0,298 0,317 0,344 0,393
660 . 0,052 0,080 0,100 0,120 0,158 0,177 0,201 0,220 0,237 0,259 0,297
670 0,031 0,049 0,063 0,076 0,101 0,112 0,129 0,144 0,158 0,173 0,201

Figura 90.- Determinacidén del ndmero de especies absorbentes (serie: variacién de
la clorhexidina).
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Figura 63.- Determinacién del numero de especies absorbentes ( serie

variacién del verde de bromocresol).



- 282 -

640
620
0,400 65G
61G

5888

600
660
590
580

0,300

CK

0,200 570
670

.cr 560

550

5888 BB 8B

0,100

0,400 0,500
0,100 0,200 0,300 6307

Figura 64*“ Determinacién del numero de especies absorben-

tes ( serie wvariacidén de la clorhexidina).
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4.~ METODO DE ASMUS

Con el fin de determinar la estequiometria del sistema verde
de bromocresol-clorhexidina en presencia de triton X-100 se proce

de a la aplicacién del método de Asmus (188).

El método de Asmus, llamado de la linea recta, fue utiliza=
do en principio para complejos del tipo MLn y, posteriormente am-
pliado por K.S5. Klausen y F.J. Langmyrh (189) para complejos del
“tipo M L .

m n

Asi para el equilibrio

ML E mMenL (1)
.mn ‘
dénde
m n
M
K = _l_l__lkl__ (2)
im L |
m

1 aovo m bo n Ed 1 m2 aovo m-1 bo n

——= (- ) o ( ) - ( ) (-——-)  (3)
v V. Vv K V4 K vV Vv

siendo:

ajy bD las disoluciones iniciales de las disoluciones de M y L,
respectivamente.

v0 volumen constante tomado de M

v volumen variable'dé L
V volumen total de la disolucién final

Ed coeficiente de absortividad molar del complejo Man

Z cociente A/d , médulo de la extincién molar suponiendo Man

la Gnica especie que absarbe.
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- n
Al representar los valores 1/v frente a 1/Z de una serie

en la gue se ha mantenido constante la concentracidn de M, cuan-

do el valor de "n" coincida con el coeficiente estequiométrico

del complejo, la ecuacién (3) corresponderd a la de una recta,

Para el coeficiente "m" se realiza una serie en la que la
concentracién de L se mantiene constante, tomando la ecuacidn de

Asmus la forma:

Por Gltimo cabe decir, que se condidera en principio apropia
da la eleccidn de dicho método por dar buenos resultados en el ca
so de sistemas de estabilidad media, no precisédndose el conoci-
miento de la concentracién de las disoluciones de partida. Es
también apropiado dado que se precisa la presencia de una sola es—
ﬁecie absorbente, condicién que en el apartado anterior se ha pues
to de manifiesto para las zonas correspondientes a:

1,51¢C _/C € 2,91 (variacidén verde de bromocresol)

VB" Clorh.

0,67<C /CV € 10,50 (variacién de clorhexidina)

Clorh. B

Método

Se preparan dos series de experiencias con el fin de determi
nar la estequiometrfa de los sistemas verde de bromocresol-clorhe
xidina solubilizados en triton X-100, correspondientes a los inter
valos sefialados anteriormente en los que Unicamente absorbe una

especie.
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12 serie

A disoluciones en las que la concentracidén de clorhexidina
se mantiene constante (1,40 ml de 3;67 ID_AM) se adicionan,‘en
este orden, cantidades crecientes de verde de bromocresol 9,42
.'LC)_4 M de manera gue la realcidn de concentraciones CVB/CCIOTh.
sea mayor a 1,50, 5 ml de tampén, 1 ml de triton X-100 2,5 % y
se afora a 25 ml. Pel mismo modo, se preparan disoluciones gue
mantienen constante la concentracién de verde de bromocresol

-4 -4
( 3,80 ml de 5,54 10 M) y variable la de clorhexidina 3,09 10 M.

22 gserie

Se procede del mismo modo que en la 12 serie, salvo qus

. » d 3
la relacidn de concentraciones CVB/Cclorh-

es inferior a 1,50.
En las disoluciones en las que la concentracidn de clorhexi
-4
dina se mantiene constante (1,40 ml de 3,67 10 M), la solucidn
-4
madre de verde de bromocresol utilizada es 2,77 10 M y en las

gue la concentracién de reactivo es constante (1 ml de 5,54 10

-3
M) la de biguanida empleada es 2,16 10 = M.

Las disoluciones "blancos" correspondientes se preparan

del modoc habitual.

Resultados y discusidn

Se presentan los resultados obtenidos en la tabla 91 y en

las figuras 65 y 66.

En la primera serie se cbtienen sendas rectas para una es—
tequiometria clorhexidina:verde de bromocresol (1:2) y en la se-

gunda para una (1:1). Se deduce la predominancia de uno u otro
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compuesto en funcibén de la relacidn de concentraciones relativa.

A partir de la ordenada en el origen de la recta de Asmus
para la variacién del verde de bromocresol (12 serie), se obtiene

un valor para la constante condicional del sistema 1:2 de:

. -10
_____ (—-2-)° = -1,625 ; K=8,710"

Asi mismo, de la pendiente de la recta:

av b E
( c o ) ( 0 )2 d

= 0,613
v v K

-1 -
E, =18.300 cm M 1 (valor similar al obtenido para la pendiente
de la 12 serie,correspondiente a la curva de saturacién en la gue

se varia la clorhexidina).

Para el sistema 1l:1 teniendo en cuenta la recta de Asmus pa
ra la variacién de la clorhexidina (22 serie) los valores corres-—

pondientes son:

aO 1 5
~(====) === = -1,374 ; K = 6,3 10
v K
b v a E
d 1 -
(-2-2) (——=-) = 0,819 ; E, =26.900 cm Lyt
v VoK

La recta de Asmus correspondiente a la variacién de reactivo

conduce a valores similares.

Los resultados que se dan estan de acuerdo con'las curvas de
saturacién obtenidas para el sistema verde de bromocresol-clorhe-
xidina (figuras 58 y 62) que se dan en el apartado anterior de es-

ta memoria.



2 serie

Tabla 91.~ Método de Asmus.
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oY

q
M

M

2 3

c _/C

VB/ Clorh. vimi) A /A 1/v  1/v 1/v

1,72 0,94 0,223 4,48 1,06 1,13 1,20

1,90 1,04 0,239 4,18 0,96 0,92 0,89

2,11 1,15 0,258 3,88 0,87 0,76 0,66

2,32 1,26 0,271 3,69 0,79 0,63 0,50

2,48 1,35 0,283 3,53 0,74 0,55 0,41

2,69 1,47 0,293 3,41 0,68 0,46 0,32

-4 : -

ClorHﬁ.O = 3,67 10 M, v, = l1,4ml1 ; VB 0 = 9,42 10
C /C v(imi) A 1/A  1/v 1/\/2 1/\/3

Clomrh. VB

0,15 1,00 0,138 7,25 1,00 1,00 1,00

0,168 1,25 0,178 5,62 0,80 0,64 0,51

0,22 1,50 0,222 4,50 0,67 0,44 0,30

0,2¢6 1,75 0,264 3,79 0,57 0,33 0,19

0,29 2,00 0,305 3,28 0,50 0,25 0,13

0,3:3 2,25 0,352 2,84 0,44 0,20 0,09

0 377 2,50 0,405 2,47 0,40 0,16 0,06

0,40 2,75 0,450 2,22 0,36 0,13 0,05

-4 -

VB  =5,5410 "M, v, =38 ml ; Clorh. = 3,09 10
22 ggerie
c.. /fc v(ml) A 1/A  1/v 1/\/2 1/\/3

vB" Clorh

0,30 0,56 0,052 19,2 1,79 3,20 5,70

0,540 0,92 0,080 12,5 1,09 1,18 1,28

0,9/0 1,68 0,140 7,14 0,60 0,35 021

1,008 2,00 0,157 6,37 0,50 0,25 0,13

1,29 2,40 0,183 5,46 0,42 0,17 0,07

1,551 2,80 0,205 4,88 0,36 0,13 0,05

) -4

Clorth. =3,6710 , v_=1,4ml ; VB =2,77 10 _M.
C /G viml) A 1/A  1/v 1/\/2 1/\/3

Clowxrh.” VB

3,770 0,95 0,339 2,95 1,05 1,11 1,17

4,333 1,15 0,366 2,73 0,87 0,76 0,66

5,013 1,33 0,384 2,60 0,75 0,57 0,43

6,770 1,78 0,416 2,40 0,57 0,32 0,18
10,05 2,67 0,469 2,13 0,37 0,14 0,05
13,410 3,56 0,498 2,01 0,28 0,08 0,02
20,94 5,56 0,530 1,89 0,18 0,03 0,006

-4 -3

V8 =5,5410 M, v =1ml; GClorh. = 2,16 10

S m o o



1/vn ’
1/v" o
1,00 [
’ 1,00 ,
. O
n=2 CY//
n=3
) 1 o |
3,00 5,00 7,00 1/A — '
3,00 4,00 1/A

(r = 0,9995)
-1,625 + 0,613/A (r=0,9992)

1/v = 0,08 +0,127/A
2
1/v =

2 serie tabla 91)

Figura 65.- M&todo de Asmus (
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1/V"

5,00

1/v

1/v"
1,00

10,00 20,00 1/a
-0,125+0,099/A (r=0,9997)

Figura 65.- Método de Asmus

2,00

1/v = -1,374 +0,Q19/a

(2§ seris tabla 91).

3,00

(r=0,9994)

68¢
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5.~ DISCUSION

Se estudia la naturaleza del sistema verde de bromocresol-’
clorhexidina y se observa la formacidn de dos compuestos diferen-
tes , con abscisas 0,5 y 0,66 en la representacién A = f ( CVB/

_ 4 - f + .
) y 0,33 - 0,5 en el diagrama A = ( Gy, . /C, ¥C., )

CVB+ CClorh
No se extrae informacidn definitiva scobre la naturaleza del
sistema en presencia de triton X-100 al aplicar el método de las
relaciones molares. De la curva de saturacidn dénde se varia la
concentracidn de verde de bromocresol se deduce la existencia de
un compuesto de estequiometria 1:2 (Clorh : V B) que alcanza la
saturacidén a relaciones molares GVB/CClorh = 2,9. Las curvas de

saturacidn obtenidas al variar la biguanida parecen indicar la

existencia de otra especie de estabilidad menor.

La aplicacidn del método de Asmus (adecuado para compuestos
de estabilidad media ) previa determinaciéh del ndmero de sspecies
absorbentes, establece la existencia de ambas asociaciaciones con
estequiometrias 1:2 y 1:1 . Ademds permite calcular los valores
10

de las constantes de estabilidad, siendo respectivamente 8,7 10~

y 6,3 10-54, gue Jjustifican las curvas de saturacidn obtenidas.

La existencia de ambas especies y el estrecho margen de pH
necesario para su obtencidn implican que el V B se encontrara en
forma monoanidnica (pK 4,66 ) y la clorhexidina diprotonada (un

proton por cada grupo biguanida; pKal= 2,3 y pKa2= 10,4).

La formacidn del compuesto 1:1 requiere la presencia de atro

anidén. Los ensayos cualitativos realizados sobre los precipitados
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(ausencia de triton X-100) lavados unas 10 veces y redisuel-
tos en medio HNO,, indican la existencia de iones C1  (reac-
cidn positiva con AgNDS) en el caso de la especie 1:1 y su

ausencia en la 1:2.

Por tanto los compuestos de asociacidn idnica en cues-

- - 2 -
tién son : (BigH2)2+ (vB) C1 y (BigHZ) +(VB )2.

2
siendo BigH2+

cl —NH-%-NH-%-NH-(CHZ)B—NH-q-NH-E-NH -C1
NH M nH
2
y VB~
Br Br
0
H CH, H.G 0
Br c » Br

S0
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II.4.5.- DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE
CLORHEXIDINA

Se progede a aplicar los resultados espectrofotométricos
obstenidos a la determinacidén de clorhexidina en preparados far-
maaceuticos, Dicha aplicacidn se realiza en dos modalidades dife
rezntes: | |
‘a)).- Determinacién espectrofotométrica directa (método conven-

cional) .
b)).- Determinacién espectrofotométrica con las técnicas del Ana

lisis por Inyeccidn en Flujo (FIA).

En el primer caso se estudia el cumplimiento de la ley de
Beser especificando el intervalo éptimo de aplicacién; la repro-
dweibilidad de la determimacidn; especies potencialmente inter-
feerentes, y por dltimo, se determina la clorhexidina contenida °

em el medicamento conocido como Hibitane 5 %.

El apartado b) incluye ademds de lo expuesto para el a),
ell estudio y optimizacidén previas de todas las variables FIA
diisponibles: velocidad de flujo, longitud del reactor y volumen
dee muestra. También requiere el repaso de la Dptimizacién de las

veariables quimicas del proceso: pH y concentracidn de reactivos.

El estado actual de la determinacién se concreta diciendo
quue es un proceso extracto—coloriméfrico, con cloroformo coma
féase apolar. La absortividad molar es 11,100 (10ngitud de onda
4110 nm, pH 5;70), permife la deteccién de clorhexidina de 2,5
a1 30 pg/ml con Er = 3,8 %y dsr = 2,4 %. Con este procedimiento
sse determina la biguanida contenida en soluciones de lavado de

lientes de contacto, soluciones viscosas y champds; (71).
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1I.4.5.1.- METODO CONVENCIONAL

Se elige para llevar a cabo la determinacidn la especie
Verde de Bromocresol-Clorhexidina-Triton X-100 de estequiome-
tria 1:2 por ser mds estable gue la 1l:1, alcanzandose la satu-

racién para relaciones CVB/CC10rh.= 2,9.

1.-CUMPLIMIENTO DE LA LEY DE BEER

Se realizan tres series de medidas a diferentes concentra
ciones de verde de bromocresol (manteniendo un exceso desG veces
sobre la concentracién de clorhexidinma méxima) y Triton X-100.
Todas las disoluciones se preparan en aforados de 25 ml y se mi
de su absorbancia a 630 nm en celdas de 1 cm de camino Sptico y

termostatandb a 25°C.

Para la 12 serie se pipetean 3,8 ml de verde de bromocresol
5,54 lD—4 M, a las gue se afaden cantidades crecientes de clorhe
xidina 7,73 10_4 M, 5 ml de tampén y 1 ml de tensiocactivo al
2,5 %.

En la segunda experiencia la concentracidén de verde de bro-
-4
mocresoles 1,11 10 M y la de triton X-100 0,2 % y en la terce
-4
ra serie se toman 10 ml del reactivo 5,54 10 M, siendo la con

centracién de surfactante del 0,5 %.

Los blancos correspcondientes se preparan.de la misma forma

omitiendo la clorhexidina.

Resultados y discusidn

Las rectas de calibrado y las grdficas de Ringhom corres-
pondientes se dan en las figuras 67 y 68 y los valores de absor

bancia en la tabla 92.



- 294 -

Se observa que a madida que aumenta la concentracidn de tri
ton X-100 presente, disminuye el valor del coeficiente de absor
tividad molar desde un valor de 14,200 a 11.400 cm-lM—l, a la vez

gue se amplia el rango de linealidad.

Los intervalos de concentracién &ptimos se hallan median-
te el grédfico de Ringbam (figura 68), el cual nos indica que el
rango de clorhexidina afectado de minimo error es 1,48 10—5 M a

5,56 107° .

La pendiente del tramo recto del grédfico de Ringbom para
las tres series realizadas es de aproximadamente 0,8 unidades
de transmitancia, para uha variacién de 10 veces en el rango de
concentracién, lo que supone Qnos errores relativos del 2,9 %
y 0,6 % en la precisién del andlisis para unos errores fotomé-

tricos absolutos del 1 y 0,2 %, respectivamente.

Tabla 92.- Ley de Beer. Grédfico de Ringbom.

12 serie

Concentracidn de -

Clorhexidina (M) log C A -7
6,2 10:2 -5,21 0,050 0,109
9,3 10 _ -5,03 0,093 0,193
1,24 10 -4,91 0,138 0,272
1,55 10__ -4,81 0,178 0,336
1,85 10__ -4,73 0,222 0,400
2,16 10__ -4,67 0,264 0,456
2,47 10__ -4,61 0,305 0,505
2,78 10 _ -4,56 0,352 0,555
3,09 10 -4,51 0,405 0,606
3,40 10__ -4,47 0,450 0,645
3,71 10 -4,43 0,525. 0,702
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228 serie

Concenitracién de °

Clorhexidina (M) log C A =T
5,0 10:2 -5,31 0,055 0,119
9,3 10 _ -5,03 0,114 0,231
1,48 10 _ -4,83 0,177 0,335
2,23 10 _ -4,65 0,271 0,464
2,97 10 -4,53 0,365 0,569
3,71 10 _ -4,43 0,460 0,653
4,33 10__ -4,36 0,531 0,706
4,95 10__ -4,31 0,614 0,757
5,56 10 -4,26 0,687 0,794

32 serie

Concentracidn de

Clorhexidina (M) log C A t-T
747 1070 -5,11 0,100 0,206
1,55 10> -4,81 0,190 0,354
2,23 10:: -4,65 0,262 0,453
2,97 10 -4,53 0,355 0,558
3,71 1072 -4,43 0,438 0,635
4,33 10:2 -4,36 0,514 0,694
4,95 10__ -4,31 0,584 0,739
5,56 10__ -4,25 0,644 0,773
6,18 10__ -4,21 0,720 0,809
6,80 10 -4,17 0,781 0,834

Continuacidén tabla 92



25 serie 35 serie

600

0,400

15 serie :A =-0,04+414283 C (r=0,9996)
25 serie :A =-0,005 +12466 C (r=0,99994)

35 serie :A =0,01+11395 C (r=0,9998)

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 Mx1lO de Clarh.

Figura 67.- Ley de Beer. ( ver tabla 92).

962
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35 serie
2§ serie
0,70
15 serie
0,50
0,30
0,10
-5 4 1log c

Figura 68.- Grafico de Ringbom (ver tabla 92)
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2.—- REPRODUCIBILIDAD DEL METODO
Métoda

Se mide ia absorbancia de 4 series de 10 disoluciones pre
paradas cada una de ellas independientemente de las otras, pero
. idénticas en la que respecta a la concentracidn de verde de bro-
mocresol, clorhexidina, triton X-100, pH y Tuerza idnica dentro

de cada serie.

Las concentraciones de verde de bromocresol y triton X-100
son iguales para las tres primeras series, siendo las respecti-
-5 -5
vas concentraciones de clorhexidina 1,26 10 , 2,16 10 y 3,40

1072 M.

En la cuarta serie la concentracidn de verde de bromocre-
sol y triton X-100 son superiores, siendao la de clorhexidina

3,43 1070 w.

Las lecturas de absorbancia se realizan a 630 nm frente a
un blanco patrdn preparado de la misma forma que las respecti-

vas disoluciones, pero omitiendo la clorhexidina.
Resul tados
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 93.

Las desviaciones standard relativas calculadas oscilan entre

0,4y 1,3 %.
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Absorbancia
ne o d, d, d,
1 0,135 0,264 0,449 0,535
2 0,130 0,261 0,447 0,538
3 0,130 0,262 0,445 0,534
4 0,132 0,268 0,446 0,541
5 0,132 0,268 0;445 0,544
6 0,130 0,266 0,444 0,539
7 0;132 0,262 0,443 0,541
8 0,130 0,265 0,445 0,538
9 0,133 0,265 0,446 0,532
10 0,133 0,267 0,443 0,539
% drs 1,3 1,0 0,4 0,7

Tabla 93.- Reproducibilidad del método. Para dl, d2 y d3

las concentraciones iniciales de verde de bromocrescl y tri-
ton X-100 son 7,76 1Cl_5 My 0,1 %, respectivamente. Las de
clorhexidina correspondientes son: 1,24 10_5, 2,16 10—5 y

3,40 10_5 M. Para da: verde debromocresol 1,11 10_4- clorhexi-

’

dina 3,49 107° M y triton X-100 0,2 %.
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3.—- ESTUDIO DE INTERFERENCIAS
Método

Se preparan aisoluciones de clorhexidina e idén intert¥eren
te y se adicionan los reactivos de la forma descrita. Se mantie
nen constantes las concentraciones de clorhexidina, verde de bro
mocresol y triton X-100 : 2,53 107° M, 7,76 107° M y 0,1 % res—
pectivamente, el pH se iguala a 5,35 y por (Gltimo se toman me-
didas de absorbancia frente a un blanco patrdn verde de bromo-

cresol-triton X-100. a 630 nm.

La concentracidén de especie extrafia va en aumento hasta
alcanzar un "techo" de 100 veces (M/M) & en su defecto,un error
del 3 % respecto a la concentracidén de la disolucién que no .con

tiene idn interferente.
Resultados
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 94.

Ninguna de las especies ensayadas (benzocaina, dcido ace-
tilsalicilico, &cido ascérbico y sacarosa) interfiere en la de-
terminacién de clorhexidina adn en un exceso de 100 veces en

moles.



- 301 -

Carnwcentracidn de Concentracidn de

Interferente

Clowhexidina (M) Interferente (M)

0,330

2,53 1072 - - 0,328| 0,330
‘ g, 332
0,328

2,53 1070 Renzocaina 2,53 10 0,330 0,328
0,325
0,335
2,53 10 0,330( 0,332
0,332
0,330 ,
2,53 10 0,328 0,328
0,327
0,328

2,53 107° Sacarosa 2,53 10 0,330| 0,329
0,329

5 Acido Acetil

2,53 10
53 1 salicilico

5 Acido asclr-

2,53 10
»93 1 bico

Tabla 94.- Estudiao de especies interferentes .

4.~ DETERMINACION DE CLORHEXIDINA EN HIBITANE 5 %

Mgﬁtodo'

Se preparan 5 disoluciones idénticas que contienen 1 ml de
la solucidn obtenida al diluir 100 veces el Hibitarme al 5%, 3,8
-4
ml de verde de bromocresol 5,54 10 M, 5 ml de tampdn y 1 ml

de triton X-100 2,5 %. Todo ello en un volumen final de 25 ml.

Se lee la absofbancia a 630 nm frente a blanco verde de
broomocresol- Triton X-100, valor gue se extrapola en la ley de

Beeer correspondiente a la 12 serie .y se obtiene el correspon-
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diente valor de concentracidn.
Resultados

El valor de absorbancia medio de las cinco determinaciones
es 0,264, que sustituido en la ecuacidn A = -0,04+14.283 C
(r = 0,9996) proporciona un valor de concentracién de clorhexidi
na de 2,13 10-5 M, que corresponde a una concentracidn en la di-
solucidn madre de Hibitane 5 % de 4,7 %. Dicho valor estd de a-
cuerdo con el obtenido mediante la aplicacidn del métodn stan—

dard (4,6 %), calculdndose un error relativo del 2 %.

I1.4.5.2,-DETERMINACION DE CLORHEXIDINA PCR
INYECCION EN FLUJO

Se procede a estudiar la determinacidn de clorhexidina por
inyeccién en flujo usando detector colorimétrico. Para ello se
pone a punto un montaje monocanal, en el cual la misma disolu -
cidn reactivo debidamente acondicionada hard el papel de porta-
dor y en el seno de la misma, se inserta la disolucién de mues-

tra problema.

El montaje utiliza la unidad de dilucidn automdtica Tecator
5020, provista de dos bombas peristdlticas para impulsar el flu-
jo del paortador-reactivo y la muestra, respectivamente, y vdl-

vula de inyeccidn rotatoria de volumen variable.

El tubo de reaccidn es de Tefldn de 0,5 mm de diametro in-
terior y el detector (colorimetro Perkin-Elmer, Coleman 55) va
provisto de una celda de flujo de vidrio de 1 cm de camino 6pti

coy 18 pl de capacidad. El registrador es Unicam 45 AR.
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‘La reaccidn utilizada es la descrita en las paginas anterio
res: reaccin con verde de bromocresol en presencia de triton X-

100. Los valores de absorbancia se leen a 630 nm.

detector
reactor
AT VAW
? (RN A
portador- inyeccidn
sactivo muestra desecho
rese bomba
peristdltica .
registro

Figura 69.- Diagrama de flugjo del sistema para la determinacidn

de clorhexidina.

Se realizaron ensayos previos variando las concentraciones

de reactivos en el portador (verde de bromocresol, triton X-100)
asi como el volumen de muestra insertada (clorhexidina en solu-
VB" Clorh

cidén acuosa). Se obtuvieron picos cuando la relacién G _/C

era 1 & inferior.

Una vez observada la posibilidad de analizar muestras de
clorhexidina con la técnica FIA se procede a estudiar las varia-

bles experimentales con vistas a su optimizacidn.

Se estudia la variacidn de caudal, volumen de muestra,
longitud del reactor, rango de aplicacidn e influencia de es-
pecies extrafias. En cada caso se tiene en cuenta tanto la sen-
sibilidad de la determinacién (altura de pico) como la reproduci

bilidad de la misma (% dsr).
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Las experiencias se llevan a cabo preparando 500 ml de por

tador-reactivo de la siguiente composicidn:

-4 )
50 ml de verde de hromocresol 5,15 10 M, 2,5 ml de triton X-100
12,5 % y 100 ml de tampén succinico-succinato de pH 5,35 y fuer
za i8nica 0,5 M.

La concentracién de clorhexidina utilizada fue 7,9 10‘-5 M.

1l.- VARIACION DE LA VELOCIDAD DE FLUJO

Se varia el caudal del reactivo-portador entre 1,34 - 5,55
ml/mn para diferentes volimenes de muestra ( 30, 60, 100 y 140
pl) y distintas longitudes del reactor. Se realizan cinco inyec-

ciones para cada caso.
Resul tados

Los resultados obtenidos se dan en las tablas 95 y 96.
En la figura 70 se representan las alturas de pico frente a la
velocidad del portador, mostrandose también algunos de los pi-

cos obtenidos en las figuras 71 y 72.

En el grdfico 70 se observa gue para vollmenes de muestra
de 30 pl la velocidad que proporciona alturas de pico superiqres
es la de 2,61 ml/mn , mientras que para el resto de volimenes de
inyeccién ensayados la gue resulta mds ventajosa es la de 3,14
ml/mn, sin embargo, para determinadas longitudes del camino de
reaccidn tambien pueden considerarse apropiadas las velocidades
de 1,71 y 2,61 ml/mn. Los valores de la desviaciﬁnvstandard re-
lativa oscilan entre 0,5 y 2,4 % , No permitiendo rechazar

ninguna condicidén ensayada.



Volumen de muestra 30 microlitros

Velocidad del portador (ml/mn)
tjgglfzzl?el 1,71 2,61 2,73 3,14
A 0,051 0,070 0,066 0,064
67 h(em) 4,2 5,7 5,4 5,2
% dsr 1,9 1,4 1,4- 1,0
A 0,049 0,071 0,051
92 h(em) 4,0 5,8 4,2 -
%.dsr 2,0 1,4 2,1
A 0,040 0,040 0,038 0,031
117 h(cm) 3,3 3,2 3,0 2,4
% dsr 1,4 1,7 2,0 1,0
A 0,034 0,038 0,026
142 h(em) 2,8 3,0 - 1,9
% dsr 1,9 2,4 1,0

Volumen de'muestra 50 microlitros
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longitud del

velocidad del portador (ml/mn)

1,71

tubo {om) 1,34 2,61 2,73 3,14 5,55
‘ a 0,046 0,040
a2 fi(em) - - 3,8 - 3,3 -
% dsr 2,0 1,7
A 0,070 0,087 0,086 0,086 0,087 0,064
67 h(cm) 5,6 7,1 7,0 7,0 7,1 5,1
% dsr 2,0 1,2 1,0 1,4 0,8 0,9
A 0,094 0,092 0,094 0,096
92 h(em) - 7,6 7,4 7,6 7,8 -
% dsr 0,6 0,9 0,6 1,0
A 0,080 0,081 0,082 0,087
117 h(cm) - 6,5 6,6 6,7 7,1 -
% dsr 1,3 0,9 1,4 0,9
A 0,026 0,060
142 f(em) - 6,2 - 4,9 - -
% .dsr 0,9 1,0

Tabla 95.- Optimizacidn de variables FIA.



Volumen de muestra 100 microlitros
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velocidad del portador (ml/cm)

longitud del

bubo (cm) 1,34 1,71 2,61 2,73 3,14 5,55

A 0,073 0,086 0,071

92 h(cm) | - 5,7 6,9 5,7 - -
% dsr 1,0 1,5 1,0
A 0,081 0,095 0,094 °~ - 0,096 0,096

117 h(cm) | 6,5 7,6 7,5 - 7,7 7,7
% dsr | 1,0 1,1 1,1 0,7 1,5
A 0,102 0,100 0,101 0,102

142 h(cm) - 8,2 8,0 8,1 8,2
% dsr 0,7 0,9 1,1 0,5
A 0,072 0,075 0,078 0,086

167 h(cm) - 5,6 6,0 6,2 6,9 -
% dsr 2,0 1,9 1,0 0,7

Volumen de muestra 140 microlitros

velocidad del portador (ml/mn)
tﬁ;glei)dEI 1,77 2,61 2,73 3,14
A 0,102
117 h(cm) - 8,2 - -
% dsr 1,6
A 0,095 0,100 0,103 0,096
142 h(cm) 7,6 8,0 8,2 7,7
% dsr 0,8 1,0 0,7 0,8
A 0,056 0,075 0,075 0,076
167 h(cm) 4,5 6,0 6,0 6,1
% dsr 1,3 1,0 2,0 0,9

Tabla 96.- Optimizacién de variables FIA.




h(cm4
30 nl
— h(cm)
5 -
1=67 cm (O
a b ‘ 7
1=92 cm
1=117 cm
3 I 6
1=142 cm
2 I 0]
[ | 1
1,00 2,00 3,00 v(ml/mn)

de pico de la velocidad de flujo.

1

2,00

3,00

4,00

Figura 70.a.- Optimizacidn de variables FIA: Influencia en la altura

—L0E-
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h(cm) EfEZﬁE

1=142 cm
5 F
6.— OD/’O

1=167 cm
5 L

1 Vl' 1
1,00 2,00 3,00 v(m1l/mn)

h(cm) 160 41

1=142 cm
L , O o
1=117 cm o ow//JD

7 kL
/O
0
i O_/O/
1=167 cm
| { {
1,00 2,00 3,00 v(ml/mn)

Figura 70 b.- Optimizacién de variables FIA: influencia

en la altura de pico de la velocidad de flujo.
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Figura 71 .- Variacién de la velocidad de flujo para un volumen de inyeccién de
muestra de 60 microlitros y un camino de reaccién de 67 cm. 1.- 1,34 ml/mn; 2.

1,71 ; 3.- 2,61; 4.- 2,73; 5.- 3,14 y 6.- 5,15.
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Figura 72.— Variacién de la velocidad de flujo para un

volumen de inyeccién de muestra de 100 microlitros y un

camina de reaccién de 142 em. 1.- 1,71 ml/mn ; 2.- 3,14

y 3.- 2,61.
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2;- VARIACION DE LA LONGITUD DEL REACTOR

El intervalo de caminos de reaccidn estudiade wva de 42
(minima distancia que se podia utilizar con el instrumental des

crito) a 167 cm para los cuatro volimenes distintos de muestra.

Resultados y discusidn

En la tabla 95 y 96 se muestran laos resultados obtenidos
y en la figura 73 se representan las alturas de pico frente a
la longitud del camino de reaccidn para las velocidades de flujo
de 1,71 ; 2,61 ; 2,73 y 3,14 ml/mn. A la vista de la mencionada
figura se elige como camino de reaccidn 6ptimo 92 cm para una
velocidad de flujo de 3,14 ml/mn y un volumen de inyeccién de
muestra de 60 microlitros, por proporcionar una sensibilidad
adecuada. Para volimenes de inyeccidn de 100 y 140 microlitros
se consiguen sensibilidades similares a la de 60 microlitros con

las mayores longitudes del tubo de reaccidn estudiadas.

La figura 74 muestra alguno de los picos obtenidas, cabe
sefialar que para caminos de reaccibn inferiores § iguales a 92
cm y para voldmenes de muestra insertada de 100 & 140 microlitros
se obtienen picos dobles, lo que puede indicar que la reaccién
no ha transcurrido igualmente en todo el "bolo" de muestra. Cuan
do la longitud es de 167 cm se observan valores negativos en la
cola de cada pico, este fendmeno es generalmente imputable a las
diferencias de indice de refraccidn y se puede solucionar con
otros montajes distintos ( por ejemplo "menging zones" ). Este
mismo fendmeno se observa a longitudes inferiores para el caso

de los volimenes de inyeccidn de 30 y 60 microlitras.
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h (cm) 30/-1
v=2,61 ml/mn
2,73 mi/m
1,71 ml/mn
3,14 ml/m
80 10Q 120 1(cm)
h (cm) v=3,14 ml/mn
2,61 ml/mn
1,71 ml/mn
6
5 2,73 ml/mn
4
60 80 1G0 120 1 (cm)

Figura 73a.- Optimizacién de variables FIA: influencia en la altura

de pico de la longitud del reactor.
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h (cm) 100 jxI

v=3,14 ml/mn

2,61 mi/

2,73 ml/m

1,71 mi/

100 120 140 1(cm)

h(cm

-v=2,61 nI71rfiTC)\ v=2,73 ml/mn
v=3,14 ml/mn Q\\

v=1l,71 ml/mn

120 140 160 1 (cm)

Figura 73b.- Optimizacién de variables FIA: influencia en la altura

de pico de la longitud del reactor.
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60 s

OIs
--lm
6041 y 2,61 ml/mn i0Q 3j14 ml/mn
42 cm, 2.- 67, 3.- 92, 4.- 117 1.- cm, 2.- 117, 3.- 142.
Figura 74 .- Variacién del camino de reaccién.
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3.~ ESTUDID QUIMICO DE LA REACCION VERDE DE BROMOCRESOL-CLORHEXI
DINA EN PRESENCIA DE TRITON X-100 EN UN SISTEMA DE FLUJO
CONTINUO.

El estudio de la reaccidn verde de bromocresol-clorhexidi-
na en presencia de triton X-100 se ha realizado en condiciones
estédticas, donde se alcanza el estado de equilibrio. Dado que
en las té€cnicas FIA no suele alcanzarse dicho equilibrio, ade-
méds de tener lugar fendmenos de dispersidn de la muestra, se
creyd conveniente repasar el estudio guimico de la reaccidn.
También hay que recordar que la reaccidn puede dar lugar a dos
compuestos verde de bromocresol-clorhexidina distintos de

estequiometria 1:1 y 2:1.

Para ello se utilizan las condiciones FIA gue en las pég}
nas anteriores se revelan dptimas, es decir: 3,14 ml/mn, 92 cm

de reactor y 60 microlitros de muestra inyectada.

Las variables quimicas estudiadas son:
a).— Influencia del pH
b).- Influencia de la concentracién de verde de bromocrescl

c).- Influencia de la concentracidén de Triton X-100

a) Influencia del pH

Mé&todo

La concentracién de verde de bromocresol estudiada es de
5,15 107° M (0,063 % de triton X-100) y la de clorhexidina
7,23 10-5 M ajustdndose el pH afiadiendo 20 ml del tampén por
cada 100 ml de disolucidn portadora. Las diferentes soluciones

tampdn succinico-succinato son todas ellas de fuerza iénica 0,5 M.
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En este primer estudio se realizan lecturas de absorbancia
a cuatro longitudes de onda distintas 620, 630, 640 y 650 nm,pa-
ra ochservar algin hipotético corrimiento de las bandas obtenidas

anteriormente.

Resultados y discusidn

Los resultados obtenidos se dan en la tabla 97, represen-
tdndose las alturas de pico frente al pH para distintas longitu
des de onda en la figura 75. En esta figura se observa que para
630 nm la curva obtenida presenta una meseta en el intervalo de
pH gue va de 4,80 a 5,15; esta misma meseta se.obtiene para un
rango de pH mds restringido (4,80-4,96) para las demds longi-
tudes de onda ensayadas, desviandose positiva (640, 650 nm) &
negativamente (620 nm) para el intervalo de pH gque va de 4,96 a

5,15.

A la vista de estos resultados la longitud de onda Sptima
sigue siendo la de 830 nm, por lo que el rango de pH iddneo es

4,80-5,15.



longitud de onda (nm)

pH 620 630 640 650
A 0,064 0,077 0,077 0,059

4,53 h(em) | 3,6 4,3 4,3 3,3
% dsr | 1,6 1,2 1,2 1,5
A 0,091 0,100 0,100 0,091

4,80 h(em) | 5,1 5,6 5,6 5,1
% dsr | 0,5 0,9 0,5 1,1
A 0,091 0,102 0,104 0,093

4,96 h(em) | 5,1 5,7 5,8 5,2
% dsr | 0,5 0,5 0,9 0,9
A 0,082 0,100 0,110 0,105

5,15 h(cm) | 4,6 5,6 6,2 5,9
% dsr | 1,2 0,8 0,9 0,9

A 0,059 0,068 0,091 0,091

5,33 h(cm) | 3,3 3,8 5,2 5,1
% dsr | 1,0 1,2 1,1 1,1
A 0,041 0,064 0,088 0,095

5;45 h(cm) | 2,3 3,6 4,9 5,3
% dsr | 1,0 1,6 1,0 1,0
Tabla 97.- Influencia del pH.
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h (cm)
6
640 nm
5
650 nm
4
630 nm
3
620 nm
4,60 4,80 5,00 5,20 5,40 pH

Figura 75.- Influencia del pH en la altura de pico

(ver tabla 97).
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b).- Influencia de la concentracién de verde de bromocresol

Método

Se preparan distintas soluciones portadoras en las que se
mantiene constante la concentracién de triton X-100 (0,063 %),
pH 5,00 con tampdn succinico-succinato y con distintas concentra

-5 -4
ciones de verde de bromocresol (5,15 10 ~ - 1,26 10  M). La con

-5
centracidn de clorhexidina utilizada es de 7,10 10 My las
condiciones FIA las gque se mencicnan en el apartadc anterior,

procediendose de la misma forma para obtener los registros corres

pondientes.

Resultados y discusidn

En la tabla 98 se dan los resultados obtenidas.

En la figura 76 que representa la altura de pico frente a
la concentracidn de verde de bromocresol, se obserba que agquella
es similar desde una relacidn CVB/081orh. de 0,72 a 1,27 decre
ciendo para relaciones superiores. Esto es explicable teniendo
en cuenta gque existen dos sistemas VB-Clorhexidina (1:1) y (2:1)
tal como se puso de manifiesto en el apartado anterior de la
presente Memoria, presentando el (1:1) mayor coeficiente de ab-
sortividad molar y siendo éste el responsable de los picos gue

aparecen en los distintos Fiagramas, puesto gue ldgicamente debe

presentar una velocidad de formacidn superior.
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Concentracién a h %d
de V.B. (M) (cm) st
5,15 10~5 0,083 4,6 1,1
5,89 10~5 0,078 4,3 1,1
7,21 10~5 0,078 4,3 1,2
9,05 10-5 0,069 3,8 1,1
-4
1,26 10 0,036 2,0 1,0
Tabla 93 .- Influencia de la concentracién de
verde de bromocresol.
h (cm)
OV
5
6,00 8,00 10,00 12,00

Figura 7 6.- Influencia de la concentracién de Verde

de Bromocresol en la altura de pico (ver tabla 98).
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c).- Influencia de la concentracidn de triton X-100

Método

Las disoluciones portadoras contienen verde de bromocresol
7,26 10—5 M, tampdn succinico-succinato (pH 5,00, 20 ml por cada
100 ml de volumen final) y cantidades crecientes de triton X-100
desde un 0,031 % av0,13 %. La clorhexidina utilizada es 7,23 107°

M. Las absorbancias se leen a 630 nm , registrdndose los respec-

tivos picos del modo habitual.

Resultados y discusidn

En la tabla 99 se dan los resultados obtenidos y en la fi-
gura 77 se representan las alturas de pico frente a 1la concentra

cidén de triton X-100.

De la misma forma que ocurria en el método estdtico la con-
centracidn de triton X-100 es urna variable critica, obteniendose
mayores alturas de pico y una menor dsr para una concentraciodn

de tensioactivo del 0,063 %.

% Triton X-100 A R(cm) % dsr
0,031 | 0,056 2,7 1,9
0,044 0,125 6,0 - 0,8
0,063 0,150 7,2 0,4
0,094 0,108 5,2 Q0,9
0,130 0,065 3,1 0,9

Tabla 99.-~ Influencia de la concentracidén de Triton X-100



- 322 -

h(cm)

0,06 0,08 % tritém X-100

Figura 77.- Influencia de la concentracién de tritén X-100

en la altura de pico (ver tabla 99).
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4.,— CARACTERISTICAS ANALITICAS

a).- Recta de calibrado

Método

Se prepara una curva de calibrado para la clorhexidina en
las condiciones Sptimas encontradas:
volumen de muestra inyectada 60 microlitros
longitud del camino de reaccidn 92 cm

velocidad de flujo 3,14 ml/mn

La solucidn portadora estd constituida por:
verde de bromocresol 7,26 10-5 M
triton X-100 0,063 %
20 ml de tampén succinico-succinato (I = 0,5 M) de pH 5,00 por

cada 100 ml de disoclucidn.

La biguanida se inyecta en solucidn acuosa , siendo el
rango de concentracidén estudiado de 4,05 1070 - 1,45 107° M,
despues de su paso por el tubo de reaccidén se lee la absorbancia
a 630 nm de la solucidn portadora y se mide la altura de los
picaos correspondientes. Todas las medidas son realizadas por

triplicado.

Resultados y discusidn

Los resultados que se ohtienen se dan en la tabla 100 y
en la figura 78 para el intervalo de clorhexidina gue va de

- -4
4,05 10 5 a 1,45 10 M. Los picos correspondientes se dan en

el gréfico 79.

e
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ety

f$ e

Ktals



- 324 -

Los ajustes de las rectas obtenidas al representar A y
la altura de pico frente a la concentracidn de los distintos pa

trones son los siguientes:

>
1]

-0,13+44015 ¢ (r=0,9993)

my
]

-5,21+179323 ¢ (r=0,9995)

Ls sensibilidad de la reaccidn disminuye con respecto al
método estdtico. Este hecho, general para cualquier procedimien
to FIA excepto para los métodos cinéticos de stopped-flow, es
debido a la dispersién fisica 6 dilucidén en el flujo de la mues
tra por una parte y al tiempo de reaccidén corto por otra, que
permite conseguir rendimientos parciales; ambos efectos son can
trapuestos en los métodos FIA con proceso quimico adiciaonal.
Sin embargo, la rapidez y el ahorro de reactivos pueden justifi

car la utilizacidn del segundo frente al primerao.

A toda esto hay gue afiadir que la reaccidn utilizada en los
procedimientos descritos, estdtico y FIA, no es la misma ya que
se aprovecha la formacidn del comouesto 1:2 y 1:1 (clorhexidina:

verde de bromocresol), respectivamente.
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Concentracién de A h(cm)
Clorhexidina (M) ’
4,05 107° 0,038 2,1
5,06 107> 0,075 3,8
6,07 107> 0,110 5,5
7,23 107° 0,156 7,6
8,10 107° 0,200 9,4
9,11 107° 0,245 11,3
1,01 107 0,280 13,3
1,16 1077 0,340 15,6
1,30 107 0,389 17,8
1,45 10°° 0,427 19,7

Tabla 100.- Curva de calibrado
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0:400
0,300
0,200
’ A = -0,13 +4014 C
(r = 0,9993)
0,100-
4
0,00 1,00 (o] x10
Clorh
h(cm)
20
10
h = -5,21+179323 C
(r = 0,9992)
00 x10
0,00 o Clorh

Figura 78' Curvas de calibrado.
g



Picos correspondientes a la curva de calibrado de la tabla 100
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b ) Reproducibilidad

La precisién del método propuesto se determiné calculando
la desviacién standard de los valores obtenidos al inyectar 20
veces un volumen de 60 microlitros de una solucién de clorhexi-
dina 8,10 10° M. Las condiciones experimentales son las descri

tas en el apartada anterior.
Resultados

El valor de la desviacidén standard encontrada es del 0,8 %

Los picos correspondientes se dan en la figura 8Q.

La velocidad de muestreo calculada teniendo en cuenta el
tiempo invertido en estas 20 inyecciones resulta ser de
63 muestras/hr.

i
.id . J. J
iI

II

Figura 8Q.- Reproducibilidad



c).- Estudio de especies interferentes

Métodag

Se procede al estudio de la influencia que sobre la deteg
minacidn de clorhexidina pueden ejercer distintas especies (éci
do ascérbico, &cido acetilsalicilico, sacarosa y benzocaina)

que acompafian a las biguanidas en determinados preparados farma

ceuticos.

Para ello se preparan disoluciones de biguanida que contie
nen a las mencionadas sustancias, procediendose a realizar las
medidas correspondientes del modo habitual, Se elige un techo

de 100 veces sobre la concentracidn de clorhexidina.

La concentracidn de verde de bromocresol utilizada es de

- -5
7,26 10 5 M y la de clorhexidina 8,10 10 ~ M.

Resultados y discusidn

De las especies ensayadas, la sacarosa no interfiere adn
en un exceso de 100 veces y la benzocaina de 5 sobre la concen-
tracidén de clorhexidina, no admitiendo la disolucidn acuosa un
exceso superior por tener esta una baja solubilidad en agua.
Sin embargo, los &cidos acetilsalicilico y ascdrbico gue en el
método estdtico desarrollado podian estar presentes en una con<
centracidn 100 veces superior a la de biguanida, en la determi-
nacidén FIA solo pueden estar en un exceso de 50 veces. Ambas
especies requieren la presencia de tampdn en la disolucidn de

-muestra que va a ser inyectada (10 ml1 por cada 50 ml), compro-
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bdndose previamente que la presencia de solucidn reguladora en

la muestra a inyectar no modifica la altura del picao.

d).- Determinacién de Clorhexidina en Hibitane 5 % solucidn

concentrada.

La determinacién se realiza por interpolacidn de la sefial
ohtenida en la zona lineal de la recta de cAalibrado que se da

en el apartado a).

Para ello se pipetean 0,30 ml de la solucidén de Hihitane
5 % y se diluyen a 200 ml, inyectdndose 60 microlitros de dicha
muestra en la corriente portadora . La altura de pico obtenida
es de 9,1 cm (media de 5 inyecciones) que corresponde a una con-
centracidn de clorhexidina de 7,9 10_5 M, gue supone una rique-
za para la solucidén madre del 4,7 % , igual a la obtenida median
te la aplicacidn del método estético desarrollado en el apartado

anterior de esta memoria .
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IT.4.6.—- CONCLUSIONES

Se estudia la reaccién entre el verde de bromocresol y la
clorhexidina en presencia de triton X-100. Los espectros
obtenidos muestran que la clorhexidina intensifica la banda
que aparece a 620 nm en disoluciﬁnes VB;tfitDn X-100, dismi

nuyendo la intensidad de la banda situada sobre 420 rm.

El intervalo 6ptimo de pH resulta ser 5,20 - 5,60, eligien-

dose un pH de trabajo de 5,35 (tampon sucéinico/succinato).

La concentracidn de triton X-100 es una variable critica
para la absorbancia que presenta el sistema en cuestidn a
630 nm, no modificandose demasiado para concentraciones de

tensiocactivo superiores al 0,2 %.

Las disoluciones verde de bromocresol - clorhexidina - tri

ton X-100 son estables por lo menos 24 haras.

El verde de bromocresol y la clorhexidina forman dos pares
iénicos de estequiometrias 1:1 y 2:1 en ausencia de triton

X-100.

En medio triton X-100 tambien se obtienen las estequiome -~

trias 1:1 y 2:1 para las especies que se forman, como ponen

de manifiesto los métodos de variaciones continuas y Asmus.

Los valares de las K, . .. condicionales calsuladas a
disociacidn

partir de las rectas de Asmus correspondientess son de

-5 -10
6,3 10 y 8,7 10 = respectivamente, presentando el siste-

ma 1l:1 mayor coeficiente de absortividad molar.
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~ Se pone a punto un método de determinacién espectrofotométri
co convencional de clorhexidina con el sistema V B - Clorh-
triton X-100 de estequiometria 2:1 que alcanza la saturacion
a relaciones CVB/CClorh.= 2,9. E1 coeficiente de absortivi-
dad molar para distintas cantidades de tensiocactivo presen-
te ascila entre 14.200 y 11.400. E1 gréfico de Ringbom da

un intervalo de concentracidn de clorhexidina afectado de

. . -5 -5
minimo error de 1,48 10 - 5,56 10 M.

- E1 método es reproducible: las dsr calculadas para distintas

disoluciones oscilan entre 0,4 y 1,3 %.

- No interfieren en la determinacidn de la biguanida las espe-
cies benzocaina, &dcido acetilsalicilico, &cido ascérbico y

sacarosa aln en un exceso de 100 veces en moles.

— La determinacién de clorhexidina contenida en Hibitane 5 %
da un valor de 4,7 % (error relativo respecto al método stan-

dard 2 %).

- Se pone a punto un método FIA (montaje monocanal) de deter-
minacidn de clorhexidina usando detecfor colorimétrico, aprg
vechando su reaccién con verde de bromocresol en presencia
de triton X-100. La solucidn portadora estd constituida por
VB -~ triton X-100 - tampdn succinico/succinato y la bigua-
nida se inserta en solucidn acuosa. Las condiciones FIA Gp-
timas son: volumen de inyeccién de muestra 60 microlitros,

velocidad de flujo 3,14 ml/mn y longitud del reactor 92 cm.

— El1 intervalo de pH Gptimo para llevar a cabo la determina-
cibén FIA es 4,80 - 5,15; eligiendose un pH de trabajo de

5,00 (tampon succinico/succinato).
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- E1 estudio‘de la influencia del verde de bromocresol en la
altura de pica revela que ésta es similar para relaciones
CVB/CClorh. de 0,72 a 1,27, decreciendo para relaciones su-
periores. E1 sistema de estequiometria 1l:1 es el responsable
de los picos que aparecen en los distintos Fiagramas, pues

to que ldAgicamente debe presentar una velocidad de formacién

superior.
- La concentracifn de tensioactivo &ptima es 0,063 %.

- La curva de calibrado obtenida en las condiciones Gptimas
de trabajo y para una concentracidn de verde de bromocresaol
de 7,26 10—5 My un intervalo de clorhexidina de 4,05 10—5—
1,30 107 W resulta ser:

A = -0,13+4015 C (r = 0,9993)

h = -5,214179323 C (r= 0,9995)

- E1 procedimiento FIA presenta una dsr del 0,8 % (20 inyec-

ciones) y permite una velocidad de muestreo de 63 muestras/hr.

- E1 estudio de interferencias revela que la sacarosa no inter
fiere en un exceso de 100 veces y la benzocaina de 5 sabre
la concentracidn de clorhexidina no admitiendo la disolucidn
acuosa un exceso superior de esta (¥tima. Los &cidos acetil-
salicilico y ascérbico no interfierean en un exceso de 50 ve
ces, sin embarfo, requieren la presencia de tampén en la di

golucién de la muestra que se va a inyectar.

- La determinacién FIA de clorhexidina en Hibitane 5 % da un
resultado de 4,7 %, igual al obtenido-en el método conven-

cional propuesto.
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IT.5.~ CONCLUSIONES GENERALES

- Se determinan las constantes de acidez de la 2-sulfoetilbiguani
da (pKka3 0,85, pKa2 3,2 y 2,97 , pKa3 11,38) y el prS de su
producto de reaccién con Cu(II) (prS 20,62). Se aprovecha la
reaccidn del CQ(II) con biguanidas para la valoracién conducti
métrica de estas Gltimas. Las biguanidas determinadas son :
clorhexidina, proguanil (complejos sélidos) y metformin, moro-

xidina (complejos solubles).

- La optimizacidn de las condiciones experimentales da como me-

dios mds adecuadaos:

a).- Complejos sélidos.- 3 ml de NH,OH 0,2 M, 9 ml de NaOH 0,01
M dilufido a 60 ml con etanol al 15 %.

b),- Complejos solubles.- pH entre 11,00 - 11,50 que se caonsi-
gue con NaOH - NH3 en relacién 1:15.

Las sales de Cu(II) elegidas como valorantes son el Cu(Acetato)2

para el caso de la clorhexidina y proguanil , y el Cu804 para

el metformin y la moroxidina.

- E1 método es aplicable en el intervalo de concentraciones :
clorhexidina 5,76 107° - 3,40 1074 M (E 0,4 -1,3 % y dsr 0,9-
1,2 %) ; metformin 2,55 1074 - 1,70 10 M (Er 1,1 -2,0%y
dsr 0,8 - 1,7 % ).

- Se estudia la influencia de especies extrafias contenidos en
los preparados farmaceuticos. Por Gltimo, se determinan las

citadas biguanidas en muestras comerciales.

- El1 estudio critico - comparativo de las transiciones de color

propuestas en las Farmacopeas para la valoracidn de biguanidas
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con &cido percldrico en medio &cido acético; revela que la
mayor exactitud corresponde al violeta cristal y violeta de
metilo. Por su nitidez son recomendables los daos citados més
el verde de malaquita, y no recomendables el 0.0 Tropaolin y

el plrpura de bromocresol.

Se elabaoran y proponen dos nuevos indicadores mixtos de punto
gris :
violeta de metilo : amarillo de neozapon : azul de timol

(1,7 : 4,7 : 1)
vigleta cristal : amarillo de neozapon : azul de timocl

(1 : 11 : 4)
Estos indicadores mixtos mejoran la exactitud y nitidez del
viraje con respecto a los correspondientes indicadores sim-
ples, como lo demuestran tanto los diagramas 8u/bdv yAE*/Av
como las valoraciones visuales compararadas sobre disolucio-

nes de metformin.

La Gltima parte de esta Memoria estudia el sistema verde de
bromocresol - clorhexidina en presencia de Triton X-100 y
medio tampén succinico-succinato. Se observa la formacidn

de pares ifnicos Big:+VB_ cl vy Big§+(VB_)2 .en ausencia
de triton X-100. Los valores de las constantés de disocia-
cibén condicionales para las asociaoiones 1:1 y 1:2, calcula-

das a partir de las rectas de Asmus caorrespondientes son

-5 -10 . .
6,3 10 y 8,7 10 respectivamente, en presencia de triton.

La formacién del compuesto 1:2 permite la determinacidn espec

trofotométrica directa de clorhexidina en preparados farmaceu-—
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5 5

ticos. Rango éptimo de aplicacién 1,48 10 ~ - 5,56 10 M ,
dsr 0,4 - 1,3 %. No interfieren el &cido ascérbico, &cido
acetilsalicilico, sacarosa y benzocaina aln en un exceso de

100 veces.

Se lleva a cabo esta determinacidn espectrofotaométrica con
técnicas FIA en un montaje monocanal, en el que la higuanida
se inserta en la disolucidn portador—feactivo formada por
verde de bromocresol - triton X-100 - tampdn succinico/succi-
nato. Las caondiciones FIA mds adecuadas son 60 microlitros

de muestra, velocidad de flujo 3,14 ml/mn y longitud del reac-
tor 92 cm. E1 producto de reaccidn en este caso (al contrario
del anterior)es el 1:1. Rango Sptimo de aplicacidn 4,05 10—5—
1,30 10_4 , dsr 0,8 % y permite una velocidad de muestreo

de 63 muestras/hora. Se estudian la influencia de especies
extrafas y la determinacién de clorhexidina en el preparada

Hibitane S5 % .
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