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“Soy de los que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un
cientifico en su laboratorio no es solamente un técnico. Es también
un ninio colocado ante los fendmenos naturales que le impresionan
como un cuento de hadas. No debemos dejar creer gue todo
progreso cientifico se reduce a mecanismos, maquinasy engranajes,

que, de todas maneras, tienen su belleza propia.

. Tampoco creo que peligre en nuestro mundo la desaparicion del
espiritu de aventura. Si veo alrededor mio algo de vital es
precisamente este espivitu de aventura que parece indesarraigable y
que, claro esta, se halla emparentado con la curiosidad... Sin la

curiosidad intelectual, ;qué seria de nosotros?

Tal es la belleza y la nobleza de la ciencia: el deseo sin fin de
hacer retroceder las fronteras del conocimiento, para localizar a los
secretos de la materia y la vida sin ideas preconcebidas acerca de

las posibles consecuencias. "'

Marie Curie para Eve Curie,

Ed. Da Capo Series in Science







Sinopsis

Desde un punto de vista farmacolégico, la bisqueda del conocimiento acerca del
mecanismo de interacciéon y de las diferentes propiedades de los sistemas de liberacion
controlada de farmacos, va en aumento debido a la gran importancia que tiene la
formulacion de las dosis de un farmaco, en relacién con su eficacia terapéutica, posibilitando

la optimizacion de los procesos existentes e incluso de nuevas aplicaciones.

El enfoque de este trabajo de Tesis Doctoral es fisico-quimico y pretende utilizar una
perspectiva diferente, alternativa a las habituales, para obtener informacién molecular sobre
la interaccion de los solutos en la disolucién acuosa. En ese sentido, se describen
propiedades termodinamicas y de transporte de sistemas de liberacién controlada de
farmacos, en un modelo ciclodextrina + firmaco en disolucién acuosa, con el fin de obtener
informacién a nivel de las interacciones moleculares que ocurren en el sistema disuelto y que
puedan ser de aplicacion en la investigacion farmacéutica. Asimismo, se analizan los efectos
de diversas variables fisiologicas (temperatura, composicién idnica en los fluidos biolégicos,

pH, etc.) sobre las citadas interacciones.

Para tal fin, se han utilizado sistemas que involucran dos ciclodextrinas diferentes: la
p-ciclodextrina y su derivado hidrofilico, hidroxipropil-f-ciclodextrina, y dos farmacos con
limitada solubilidad en agua: la cafeina y la teofilina, en virtud de sus aplicaciones
farmacoldgicas como estimulantes del sistema nervioso central (SNC), asi como por sus

propiedades antiasmaticas.

La utilizacién de dos tipos de ciclodextrinas con diferentes caracteristicas fisicoquimicas,
permite analizar la influencia de los grupos sustituyentes y el efecto de la solubilidad de la
ciclodextrina en su interaccién con el farmaco. La eleccion de los farmacos se basé en sus
importantes aplicaciones farmacoldgicas y en su analogia quimica, a nivel estructural, con el
fin de comprender la especificidad de las interacciones en estos sistemas. La introduccién de
las variables temperatura y composicién idnica del medio, permitieron analizar su efecto

sobre la estabilidad de estos sistemas, bajo condiciones que se acercan al entorno biolégico.



El estudio de estos sistemas se realizé a través de la determinaciéon de propiedades
termodinamicas (densidad y volumenes molares aparentes) y de transporte (viscosidad y
coeficientes de difusion mutua) de disoluciones acuosas de farmacos y ciclodextrinas,
efectuada en tres etapas. En una primera, se estudiaron las disoluciones acuosas binarias de
los farmacos y de las ciclodextrinas, per se. En una segunda fase, se estudiaron las disoluciones
acuosas ternarias de cada uno de ambos farmacos con las ciclodextrinas. Y en una tercera
fase, se estudiaron las disoluciones acuosas cuaternarias de cada uno de ambos farmacos, una
ciclodextrina y un electrodlito (en rigor, de los iones obtenidos por disoluciéon de éste). El
rango de concentraciones de trabajo se mantuvo entre 0,0005 y 0,01 mol kg, en un intento
de hacerlo coincidir con las dosis terapéuticas. Las medidas se llevaron a cabo a dos

temperaturas: la estadar de (298,15 * 0,01) K y la fisiolégica de (310,15 £ 0,01) K.

A través de la cuantificacion de las variaciones de los volumenes molares aparentes de las
especies en disolucién, de los cambios que tienen lugar en la viscosidad y del analisis
cualitativo y cuantitativo de los coeficientes de difusién de las distintas especies en
disolucién, se propusieron modelos que permitieron estimar las constantes de asociacion
relativas al fenémeno de la formaciéon de complejos entre las ciclodextrinas y los farmacos
bajo estudio y se evalu6 la influencia de la temperatura y de la composicion idnica sobre la

estabilidad de dicha asociacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral sugieren que la combinacion
de estos farmacos con las ciclodextrinas utilizadas, puede constituir un interesante sistema de
liberaciéon controlada de farmacos, al tiempo que contribuir a un mayor conocimiento de los

factores que conducen y/o limitan la interaccion entre los firmacos y estos transportadores.



Resumo

Do ponto de vista farmacologico, a procura de um melhor conhecimento das diferentes
propriedades e do mecanismo de interagdo entre os componentes dos sistemas de
libertagdao controlada de farmacos tem vindo a aumentar, devido a grande importancia da
relacdo entre a dose de um farmaco e a sua eficacia terapéutica, permitindo nio sé a

otimiza¢ao dos processos existentes mas também o desenvolvimento de novas aplica¢des.

O enfoque deste trabalho ¢ fisico-quimico e pretende dar uma perspetiva alternativa no
sentido da obtencdao de informacao molecular sobre a interacio de solutos em soluciao
aquosa. Desta forma, sao descritas as propriedades termodinamicas e de transporte de
sistemas de libertacdo controlada de farmaco, para um modelo ciclodextrina + farmaco em
solugdo aquosa, com o intuito de obter informagao ao nivel das interagdes moleculares que
podem ocorrer e que possam ter aplicacao ao nivel da investigacdo na area farmacéutica.
Sio igualmente analisados os efeitos das variaveis fisiologicas (temperatura, composi¢ao

i6nica de fluidos bioldgicos, pH, etc.) sobre as interagdes supra mencionadas.

Para tal, recorreu-se a sistemas envolvendo dois tipos de moléculas de ciclodextrina: a -
ciclodextrina e o seu derivado hidrofilico hidroxipropil-f-ciclodextrina, e dois farmacos
com solubilidade limitada: a cafeina e a teofilina, em virtude das suas aplicacOes

farmacoldgicas como estimulantes do sistema nervoso central e antiasmaticos.

A utilizag¢ao de dois tipos de ciclodextrinas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas
permite inferir o efeito dos grupos substituintes e da solubilidade da ciclodextrina na
interagao com o farmaco. A escolha dos farmacos foi feita com base nas suas importantes
aplicagoes farmacéuticas (farmacoldgicas) e na sua analogia quimica, a nivel estrutural, de
modo a compreender a especificidade das interacdes nesses sistemas. A introdugdo das
variaveis temperatura e composi¢ao i6nica do meio permitiram-nos analisar o seu efeito
sobre a estabilidade destes sistemas em condi¢cdes que se aproximam das do meio

biolégico.



O estudo destes sistemas realizou-se através da determinacio das propriedades
termodinamicas, densidade e volumes molares aparentes, e de transporte, viscosidade e
coeficientes de difusio mutua de solu¢bes aquosas de farmacos e ciclodextrinas, em trés
fases. Na primeira fase foram estudadas as solugoes aquosas dos farmacos e das
ciclodextrinas per se, numa segunda fase foram estudadas solugbes aquosas de farmacos
com ciclodextrinas e numa terceira fase foram estudadas solu¢des aquosas de farmacos,
ciclodextrinas e i6es. O intervalo de concentracbes do estudo manteve-se,
maioritariamente, entre 0,0005 a 0,01 mol kg, numa tentativa de coincidir com as doses
terapéuticas. As medi¢oes foram realizadas a temperaturas de (298,15 = 0,01) K e (310,15
+0,01) K.

Através da quantificacdo das variagdes dos volumes molares aparentes das espécies em
solucdo, das alteragdes que ocorrem na viscosidade e da analise qualitativa e quantitativa
dos coeficientes de difusio das diferentes espécies em solugao, sao propostos modelos que
permitem estimar as constantes de associagdo respeitantes a complexacao das
ciclodextrinas e dos farmacos sob estudo, assim como avaliar a influéncia da temperatura e

da composicao i6nica sobre a estabilidade da referida associagao.

Os dados obtidos neste estudo sugerem que a combinacio de fiarmacos com
ciclodextrinas podera constituir um sistema de libertagio controlada de farmaco
interessante e que permitira contribuir para uma melhor compreensio dos fatores que

impulsionam ou limitam a interagao entre os farmacos e esses transportadores.



Abstract

From the pharmacological point of view, the search for improved knowledge about the
interaction mechanism and the different properties of drug release systems is increasing
due to the great importance of the drug dosage in relation to its therapeutic efficacy,

allowing the optimization of the existing processes and even of new applications.

This doctoral work has a physicochemical focus and proposes the use of an alternative
approach with the purpose of obtaining molecular information about the interactions
among the solutes in the aqueous solution. In this sense, thermodynamic and transport
properties are described for drug delivery systems, for a cyclodextrin + drug model in
aqueous solution, in order to obtain information, in a molecular level, of interactions that
can occur in the solved system, which may conceivably have application in pharmaceutical
research. Furthermore, the effects of various physiological variables (temperature, ion
composition of biological fluids, pH, etc.) on the interactions mentioned above are also

analyzed.

For this purpose, systems involving two different cyclodextrins are used: the
[-cyclodextrin and its hydrophilic derivative, hydroxypropyl-f-cyclodextrin, and two drugs
with limited solubility in water: caffeine and theophylline, by the reason of their
pharmacological applications as stimulants of the central nervous system (CNS), as well as

their antiasthmatic properties.

The use of these two types of cyclodextrins with different physicochemical
characteristics allows deriving information about the influence of the substitutive groups
and the effect of the cyclodextrin solubility in its interaction with the drug. The choice of
drugs was based on both their important applications in pharmaceutics and their chemical
analogy, in a structural level, in order to understand the specificity of the interactions in

these systems. The introduction of variables like temperature and ionic composition



allowed the analysis of its effect on the stability of these systems under conditions that

approach the biological context.

The study of these systems was performed through the determination of both some
thermodynamic properties (density and apparent molar volumes) and transport properties
(viscosity and mutual diffusion coefficients) in drugs + cyclodextrins aqueous solutions, in
three steps. In the first one, binary aqueous solutions of both drugs and cyclodextrins, per
se, were studied. In a second stage, aqueous ternary solutions of each drug with the
cyclodextrins were studied. And, in a third stage, quaternary aqueous solutions of each
drug, together with one cyclodextrin and one electrolyte (rigorously, the ions from the
splitting of it when dissolve) were studied. The working concentration range was from
0.0005 to 0.01 mol kg', in an attempt to approach the therapeutic doses. The
measurements were carried out at two temperatures: the standard (298.15% 0.01) K and the

therapeutic (310.15 £ 0.01) K.

Through the quantification of the changes in the apparent molar volumes of the species
in solution, the changes occurring in the viscosity and the qualitative and quantitative
analysis of the diffusion coefficients of the different species present in solution, models
were proposed in order both to estimate the association constants for the complexation
process between the cyclodextrins and the drugs under study, and to evaluate the influence

of the temperature and the ionic composition on the stability of that association.

Data from this doctoral work suggest that the combination of these drugs and the
cyclodextrins used can be an interesting drug delivery system. Moreover, they would
contribute to a better knowledge of the factors that lead and/or limit the interaction

between the drugs and these carriers.

Vi



Lista de simbolos y abreviaturas

p-CD p-ciclodextrina
HP-5-CD 2-hidroxipropil-g-ciclodextrina
Caf cafeina

Teof teofilina

Vv volumen

ﬂ numero de moles

M peso molecular

x fraccion molar

T temperatura

p presion

i volumen molar parcial
¢ concentracién molar
m molalidad

volumen molar aparente

volumen molar aparente a concentracion infinitesimal
volumen molar (parcial o aparente) de transferencia
volumen molar aparente de una especie libre

volumen molar aparente de una especie complejada

K constante de equilibrio

yo, densidad

n viscosidad

D coeficiente de difusion

D’ coeficiente de difusion a concentracién infinitesimal
r radio hidrodinamico

kg constante de Boltzman

Vii
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Capitulo 1

Introduccion

Desde los inicios de nuestra civilizacién, el hombre ha intentando mejorar su salud y
eliminar el dolor mediante la ingestion o administraciéon de sustancias de origen vegetal,
animal 6 mineral. El estudio cientifico y el uso adecuado de las sustancias de origen natural
con fines terapéuticos es, sin duda, tan antiguo como la Astronomia, la Fisica o la Medicina.
El vasto cimulo de conocimientos sobre la explotaciéon de los recursos naturales con fines
medicinales, adquiridos empiricamente por el ser humano a lo largo de miles de afios, ha
favorecido el progreso de diversas areas de las ciencias de la salud: la farmacéutica, la
farmacologia y la medicina, asi como la industria cosmética y la de los alimentos. Su mayor
impacto se ha producido en el campo de las ciencias farmacéuticas, al identificar y desarrollar

nuevos y potentes agentes medicinales [1-3].

Pese al gran progreso de la industria farmacéutica, principalmente después de la
revolucién industrial, y no obstante el gran avance de las ciencias quimicas y bioldgicas en las
ultimas décadas, no todos los nuevos compuestos bajo investigacion llegan a pasar la primera
fase de los ensayos clinicos. Prentis ¢f a/. [4] lo han atribuido esencialmente, hace mas de 20
aflos, a sus escasas propiedades farmacocinéticas en los humanos, a falta de eficiencia clinica
o a elevados efectos adversos. Actualmente estos siguen siendo, en la opiniéon de la mayoria
de los autores, los efectos mas importantes y se cree que estan correlacionados [5]. No
obstante, el factor econémico tiene también bastante peso [6-7]. Todo ello obliga a que el
proceso de investigacion se dirija hacia la implementacién de mejoras, al aumento de su
eficiencia, pero también a que sean perfectamente conocidas las propiedades de los farmacos
en el organismo. Por tal motivo, se inici6 la linea de pensamiento dirigida a la busqueda de
nuevos agentes que permitan circunvalar las barreras fisiologicas y, de ese modo, obtener la

maxima eficacia del farmaco [8-9].
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Los sistemas de liberaciéon controlada de farmacos son un concepto que se viene
desarrollando desde 1960. De acuerdo con la Real Farmacopea Espafola [10], las formas
farmacéuticas de liberacién modificada, también llamadas de liberacion controlada, son
aquéllas en las que la velocidad y el lugar de liberacién de la sustancia o sustancias activas, es
diferente del de la forma farmacéutica de liberaciéon convencional, administrada por la misma
via. Se trata de utilizar un vehiculo (transportador) dentro del cual va incorporado el farmaco,
que es liberado de forma controlada en el lugar definido, con una determinada velocidad de
liberaciéon y en el momento conveniente. Estos sistemas han experimentado un gran
perfeccionamiento desde los tiempos en los que se basaban en dispositivos de control
macroscopico de liberacion de farmacos (por ejemplo, los implantes subcutaneos), pasando
por los sistemas micro-poliméricos, hasta alcanzar la esperanzadora era actual en la que se
emplean disefios a nano-escala (transportadores tales como las ciclodextrinas) [11]. La
utilizaciéon de materiales poliméricos, como soportes para regular y dosificar la liberacion de
farmacos en aplicaciones especificas, constituye también una perspectiva de gran interés [p.ej.

12-15].

El objetivo principal de la liberacién controlada es simple: minimizar los problemas
derivados de la administracién de las formas farmacéuticas convencionales, en las cuales la
liberacion del principio activo ocurre de forma inmediata [10]. La eficacia terapéutica iz vivo
de un determinado principio activo esta condicionada, en gran medida, por sus caracteristicas
fisicoquimicas y, en concreto, por su solubilidad en los fluidos biologicos y por su
permeabilidad a través de las membranas. En realidad, la absorcion del principio activo desde
el tracto gastrointestinal (en los farmacos de administracién oral) hacia el sistema circulatorio,
por difusién pasiva, depende de su solubilidad en agua. Asimismo, el movimiento del
farmaco a través de una membrana depende de que disponga de un cierto caracter apolar.
Por tanto, el éxito de la terapia farmacoldgica aplicada depende de que exista un equilibrio

adecuado entre su solubilidad en agua y en lipidos [16-17].

Los sistemas anteriormente mencionados permiten conseguir que llegue la cantidad
correcta del principio activo, al lugar preciso y en el momento adecuado. De esta manera se
puede conseguir una disminuciéon de los efectos adversos, un tiempo de actividad mas
prolongado, manteniendo constante la concentracion del farmaco en el plasma, incluso en el
caso de farmacos cuyo rango terapéutico es reducido, y ofrecer proteccion a aquellos
farmacos que son sensibles a ataques enzimaticos o a degradaciéon por pH (condiciones

habituales en el tracto intestinal).
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Existen diversos tipos de particulas poliméricas empleadas en la administracion de
medicamentos. En funcién de su tamafo, se pueden clasificar en micro- y nano-particulas.
Las nano-particulas son sistemas poliméricos submicrénicos (< 1 pm). Las ciclodextrinas y
sus agregados se incluyen en este grupo y su utilizacion en tecnologia farmacéutica, para
encapsular moléculas de farmacos de limitada hidrosolubilidad, a fin de aumentar su

estabilidad y mejorar su biodisponibilidad, ha sido profusa desde la década de los 90 [18-24].

No obstante lo anteriormente descrito, conseguir un sistema de liberacién controlada
eficaz, no pasa solo por afladir un transportador genérico a la molécula de farmaco cuando se
procede a su preparacion farmacéutica, ya que la liberacién viene condicionada por factores
inherentes al vehiculo y al principio activo. Para el disefio de sistemas de administracion de
farmacos de este tipo, hay que conocer y entender la relacién existente entre la quimica de las
ciclodextrinas, la estructura del complejo y la tasa de liberacion del farmaco. Si la via de
administracion es la oral, en el periodo posterior a la ingesta, las moléculas de farmaco se
liberan lentamente desde el transportador. La disponibilidad del farmaco en el sitio de la
absorcion, es decir, la velocidad de liberaciéon en el espacio extracelular, depende de las
caracterfsticas del dispositivo y puede ser manipulada mediante la variacion de las
propiedades quimicas o fisicas del transportador. Sin embargo, una vez que el farmaco se
libera en el espacio extracelular, las tasas de migracion a través del tejido, la absorcion hacia el
sistema circulatorio y la eliminacién del excedente por el organismo, dependen de las

caracteristicas del farmaco y de la fisiologia del lugar de la absorcion.

A continuacién se detallan las propiedades de las ciclodextrinas. Estas son moléculas con
una gran potencialidad como transportadores de farmacos. Se describe someramente su
quimica y, en particular, la de sus complejos de inclusion. Los farmacos sobre los cuales se
basa este estudio se describen igualmente, tanto a nivel fisicoquimico como de su
aplicabilidad médica y se hace indicacion de cual es el interés practico del estudio de sus

interacciones con las ciclodextrinas.
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1.1. Ciclodextrinas

1.1.1. Estructura y propiedades fisicoquimicas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos, constituidos por un nimero variable de
unidades de glucosa, que se obtienen de la accién de la enzima CGTasa (ciclodextrina-a-
glicosiltransferasa) en el almidon [25]. Las ciclodextrinas naturales mas comunes se
componen de 6, 7 u 8 unidades de D-(+)-glucopiranosa, conectadas entre si por enlaces del
tipo a-(1,4) y se denominan a-, - y p-ciclodextrina, respectivamente [26-27]. Como resultado
de la conformacién de las moléculas de glucosa y de la ausencia de rotacién de los enlaces
glucosidicos, la estructura molecular de las ciclodextrinas es toroidal. Los grupos hidroxilo
primarios en posiciéon C6 estan localizados en el lado mas estrecho del toroide, mientras que
los grupos hidroxilo secundarios (posiciones C2 y C3) se sitian en el lado mas ancho del

mismo (Figura 1.1) [28].
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Figura 1.1. Estructura quimica de la a-, §- y p-ciclodextrinas.

Duchéne ez al. [29,30] verificaron que, como consecuencia de que los grupos hidroxilo
libres estén situados en el exterior de la superficie de los anillos, las ciclodextrinas son
hidréfilas y solubles en agua y su solubilidad es el resultado de la capacidad de interaccién de

dichos grupos hidroxilo con el medio acuoso [29].

La cavidad central, delineada por dos anillos de grupos C-H y un anillo de oxigeno
glucosidico [29], es de naturaleza apolar por lo que estos compuestos son capaces de albergar
en su interior moléculas hidréfobas mas pequefias, para formar complejos del tipo “host-gues?’
[30], en los que la molécula huésped queda encapsulada por la ciclodextrina (anfitrion), sin

que se establezcan enlaces covalentes entre las entidades. Efectivamente, esta es una de las
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propiedades mas interesantes de las ciclodextrinas y lo que motiva su gran aplicabilidad en

diversas areas de investigacion y desarrollo.

Thompson [31] y otros autores han verificado que, de las 3 ciclodextrinas naturales, la
p-ciclodextrina parece ser el agente complejante mas util en el area farmacolégica, debido
tanto a su elevada capacidad de complejacion con un elevado numero de farmacos, como al
tamafio de su cavidad y a la facilidad para obtener grandes cantidades de este compuesto a
costes reducidos. Su limitacién viene dada por la baja solubilidad que presenta (1,85% m/V).
Esta es consecuencia de los enlaces, relativamente fuertes, que se establecen entre moléculas
de ciclodextrina en el cristal, asi como de la presencia de enlaces intermoleculares entre el
OH situado en la posicion 2 y el OH en posicion 3, en todo el macrociclo, que reduce el
numero de hidroxilos disponibles para establecer puentes de hidrogeno con las moléculas de

agua circundantes [32-33].

La introduccién de sustituyentes a nivel de los grupos hidroxilo que forman los enlaces
intermoleculares, convierte el solido cristalino en una mezcla amorfa y produce un aumento
de la solubilidad de la ciclodextrina. La introduccién de grupos hidroxipropil, para obtener el
2-hidroxipropil-g-ciclodextrina, hace aumentar su solubilidad hasta en un 60% (m/V) [34].
La metabolizacién de ambas ciclodextrinas, la p-ciclodextrina y la 2-hidroxipropil-g-
ciclodextrina, origina unicamente agua y diéxido de carbono, los mismos productos de
degradacién del almidon vy, por tanto, ello permite su administracion segura en formulaciones
por via oral [35]. En la tabla 1.1 se presentan las propiedades fisicoquimicas mas importantes

de la p-ciclodextrina y de la 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina.

Tabla 1.1: Propiedades fisicoquimicas de la f-ciclodextrina

y de la 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina [36]

p-ciclodextrina 2-hidroxipropil-g-ciclodextrina
Numero de unidades de glucosa 7 7
Peso molecular (g /mol) 1135 1380
Didmetro de la cavidad interna (nm) 0,60- 0,65 0,62
Volumen de la cavidad (nm?) 0,262 0,346
Solubilidad acuosa (g/ 100 mL a 25° C) 1,85 >60
Punto de fusion (° C) 255 - 265 305
Contenido en agua (%) 13 18
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1.1.2. Complejos de inclusién

La capacidad mostrada por las ciclodextrinas, para formar complejos de inclusién en los
que la molécula “huésped” esta total o parcialmente rodeada por el entorno hidrofébico de la
cavidad de la ciclodextrina, es una de sus propiedades mas interesantes. Si la polaridad del
huésped y su tamafio son compatibles con la cavidad de la ciclodextrina, se forma un
complejo cuyas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas difieren sensiblemente de las que
originalmente presentaba la molécula ahora incluida (Figura 1.2). Esta asociacion esta regida
por una constante de estabilidad que funciona como un indicador de la alteracién de las

propiedades fisicoquimicas de la molécula, una vez producida su asociacion.
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Figura 1.2. Formacién de un complejo de inclusion 1:1 en disolucion acuosa

Lui et al. [37] plantean que las fuerzas conducentes a la formacion del complejo incluyen
la liberacién de moléculas de agua atrapadas en el interior de la cavidad (estas moléculas de
agua poseen una alta entalpia, al no poder formar enlaces de hidrogeno con el entorno
acuoso circundante), enlaces de Van der Waals (dipolo-dipolo y fuerzas de dispersion de
London), interacciones hidréfobas, interacciones electrostaticas o liberacién de energfa como
consecuencia de los ajustes conformacionales y estéricos de la macromolécula [31, 37].
Asimismo, no existe formacién o ruptura de enlaces covalentes cuando se forman los
complejos “host-gues?” en la disolucion acuosa y las moléculas huésped se encuentran en

equilibrio dinamico con el resto de moléculas que estan libres en la disolucion.

Después de su administracion, la liberacién del farmaco a partir del complejo, puede
ocurrir por diferentes mecanismos: por simple dilucién [38]; por sustitucién competitiva del
farmaco por sales u otros materiales endégenos; por enlaces entre el firmaco y los tejidos (a
consecuencia de la afinidad del fairmaco por la membrana, éste pasarfa al interior y la
ciclodextrina se quedaria fuera); por efecto del pH, en el caso de farmacos ionizables, o por

efecto de la temperatura [31] (menor estabilidad del complejo, a mayor temperatura).
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1.1.3. Aplicaciones farmacolégicas

Debido a la capacidad de las ciclodextrinas para formar complejos de inclusiéon con
determinadas moléculas huésped, su utilizacién en el area farmacoldgica es bastante amplia,
ya que permiten cambiar la solubilidad de los farmacos [31, 39-40], modelar la velocidad de
disolucion [41], aumentar la estabilidad [42] y proteger las mucosas de la irritacién causada

por ciertos medicamentos [43, 44].

No obstante lo descrito anteriormente, investigaciones mas recientes han revelado que el
efecto de solubilizacién del farmaco, generalmente asumido como consecuencia de su
inclusién en la cavidad de la ciclodextrina, puede tener otro origen [35-36]. Loftsson ez al.
[45-46] sugieren que, en efecto, las ciclodextrinas pueden auto-asociarse para formar
agregados de dos o mds moléculas de ciclodextrina, o formar complejos ciclodextrina-
farmaco y estos agregados pueden actuar incrementando la solubilidad por ellos mismos,
estableciendo enlaces exteriores con las moléculas de fairmaco o a través de estructuras

micelares.

Aunque la forma mas comin de acometer el estudio de los complejos ciclodextrina-
farmaco sea a través de medidas de solubilidad, en este trabajo de Tesis Doctoral se presenta
una posibilidad alternativa: las determinaciones volumétricas y de parametros de difusion,
para evidenciar la existencia de estas interacciones, conjuntamente con estudios de viscosidad
que permiten hacer una estimacién del tamafo de las especies difundentes vy,

consiguientemente, extraer informacion sobre el tipo de complejo que se estaria formando.



Capitulo 1

1.2. Metilxantinas

Segun Gilbert [47] las metilxantinas son, posiblemente, los agentes farmacolégicos mas
utilizados [47-48]. Estos compuestos son metabolitos secundarios de las plantas y estan
presentes en numerosos productos y bebidas de origen vegetal, tales como el café, el té y el
chocolate. Estructuralmente, las xantinas son derivados purinérgicos formados por los
heterociclos pirimidina e imidazol condensados, dando lugar a las metilxantinas, cafeina,
teofilina, y teobromina (Figura 3) [49]. Son psicoestimulantes, es decir, actian sobre el
sistema nervioso central (SNC) incrementando la actividad motora y el rendimiento
intelectual y disminuyendo la fatiga y el suefio. ILa accion farmacolégica de todas ellas es muy

similar, debido a su analogfa quimica, siendo la localizacién de sus grupos metilo lo que

determina la especificidad, a nivel terapéutico, de cada uno de los compuestos.
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Figura 1.3. Estructura quimica de la cafeina, teofilina y teobromina

1.2.1. Cafeina

1.2.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas

La cafeina, 1,3,7-trimetilxantina, tiene la formula molecular C;H;;N,O, y un peso

molecular de 194,19 g/mol. Se presenta en forma de polvo blanco, cristalino, inodoro y con

sabor amargo. Su punto de fusién esta comprendido entre 234 y 236,5 °C [50].



Introduccion

La cafeina es una base débil con un pK, de 0,78 (mol kg™) [51] y una solubilidad en agua
bastante moderada, 2,17 g/100 mL (25° C) [50]. Esta molécula posee un caracter

suficientemente hidréfobo que le permite cruzar las membranas bioldgicas.

1.2.1.2. Caracteristicas farmacoldgicas

1.2.1.2.1. Farmacodinamica y farmacocinética

Segun los trabajos de Fredholm e a/. [52] y Moratalla [53], es la capacidad de alcanzar la
corriente sanguinea y llegar al cortex cerebral es lo que le permite a la cafeina actuar como
estimulante del sistema nervioso central (SNC). Su accién farmacoldgica es debida al bloqueo
de los receptores de adenosina (inhibidor del SNC) en el cerebro [52], produciendo un
incremento en el rendimiento intelectual, aumentando la capacidad de concentracion y de
atencion. Asimismo, incrementa la interaccion social y produce sensaciéon de bienestar, sin
tener consecuencias depresivas una vez pasado el efecto. También puede desencadenar
ansiedad. Los efectos que produce dependen de la dosis administrada. Al igual que otros
estimulantes, reduce la sensaciéon de fatiga y mejora la capacidad de desempenio de
actividades motoras, ademas de aumentar el estado de vigilia, retrasando la iniciacion del
sueflo. Incrementa la presion arterial y la frecuencia respiratoria y cardiaca, produciendo
diuresis y estimulando la liberacién de catecolaminas, en concreto la adrenalina. Asimismo, es
antagonista de la accion de los depresores del SNC, tales como los barbituricos y las
benzodiacepinas [53]. El tratamiento repetido con cafeina puede llegar a producir tolerancia
o sensibilizacién, dependiendo del modelo de administracién, principalmente a nivel de los

efectos cardiovasculares [54].

El metabolismo y la farmacocinética de la cafeina han sido reportados en muchos
articulos cientificos y libros, de donde destacamos el trabajo de Arnaud e# a/ [55-59] de
acuerdo con el cual la cafeina se absorbe casi completamente en el tracto intestinal de forma
rapida, aproximadamente a los 45 minutos de su ingestion. La vida media de la cafeina esta
entre 2,5 y 4,5 horas, de manera que la ingestién repetida en el curso del dia aumenta
gradualmente los niveles plasmaticos de cafeina, incrementando con ello los efectos que
produce [58]. La cafeina se distribuye por todos los tejidos y fluidos corporales. Se
metaboliza en el higado formando paraxantina, teofilina y teobromina, metabolitos que, por
su parte, pueden incrementar los efectos de la cafefna en el organismo [60]. Cada uno de

estos metabolitos es posteriormente metabolizado y excretado en la orina.



Capitulo 1

1.2.1.2.2. Aplicaciones farmacolégicas

Terapéuticamente, la cafeina se utiliza en combinacién con la ergotamina para el
tratamiento de la migrafia y en combinacién con medicamentos anti-inflamatorios no
esteroides, en las formulaciones de analgésicos. La cafeina es utilizada, también, como
principio activo para tratar diversas afecciones del dolor de cabeza, depresion respiratoria en

los recién nacidos, hipotension y obesidad [61].

1.2.2. Teofilina

1.2.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas

La teofilina, 1,3-dimetilxantina, tiene la férmula molecular C.HN,O, y un peso
molecular de 180,16 g/mol. Se presenta en forma de polvo blanco, cristalino, con sabor

amargo. Su punto de fusién esta comprendido entre 274 y 275 °C [51].

Es un 4cido débil, con un pK, de 0,94 (mol kg) [62] y baja solubilidad en agua, entre
0,55-0,80 g/100 mL (25° C) [50] vy, al igual que la cafeina, es soluble en lipidos. Asi, por
ejemplo, es una molécula lo suficientemente hidréfoba como para poder atravesar las

membranas bioldgicas.

1.2.2.2. Caracteristicas farmacologicas

1.2.2.2.1. Farmacodinamica y farmacocinética

La descripcion de las acciones farmacolégicas inherentes a teofilina se puede encontrar,
por ejemplo, en trabajos de Moratalla [53] y Peck ez 4/ [63]. Estos autores le atribuyen la
capacidad de relajar la fibra muscular lisa, principalmente de los bronquios y de los vasos
sanguineos pulmonares; aliviar el broncoespasmo y poseer un efecto estimulante sobre la
respiracion. Le otorgan todavia capacidad de estimular el miocardio y el sistema nervioso
central (SNC), disminuir la resistencia periférica, la presién venosa y tener efecto diurético.
La accién broncodilatadora de la teofilina se deberia esencialmente a la inhibicién (no

especifica) de los receptores de la adenosina y de la fosfodiesterasa [64].

Arnaud ef al. [55, 58], Hendeles ¢7 al. [65] y Ogilvie [66] han verificado que la teofilina se

absorbe bien después de su administracion oral, pero esta absorcion puede variar de acuerdo

10



Introduccion

con la forma farmacéutica utilizada. Generalmente se alcanzan concentraciones plasmaticas
maximas a las 2 horas. I.a dosis de teofilina requerida para alcanzar los niveles séricos
terapéuticos, entre los 10 y 20 mg/mlL, se ve fuertemente afectada por su metabolismo, por
lo que ha de controlarse de forma particular en cada paciente. Su metabolismo y su excrecion

se asemejan al de la cafeina, dado que la teofilina es uno de sus metabolitos.

1.2.2.2.2. Aplicaciones farmacologicas

La teofilina se utiliza para el alivio sintomatico, o la prevencién, de crisis de asma
bronquial y de enfermedades pulmonares obstructivas, tales como la bronquitis crénica y el

enfisema pulmonar [67-68].

Es un farmaco que se ha prescrito profusamente dado su bajo coste. Pero sus efectos
adversos, unidos a la baja eficacia y elevado nivel de toxicidad cuando esta fuera de su rango
terapéutico, asi como a la apariciéon de farmacos alternativos, han restringido su utilizacion a
nivel clinico [69-70]. De acuerdo con los trabajos de Barnes ez al. [71, 72] este podra ser
todavia un farmaco con fuerte potencial y bajo coste, principalmente para aplicaciéon en el

tratamiento del asma.

1.2.3. Interés farmacologico del desarrollo del sistema metilxantinas-ciclodextrinas

para la liberacién controlada de estos farmacos.

Con base en las caracteristicas farmacolégicas ya comentadas, se comprende que estos
farmacos, las metilxantinas, son buenos modelos para el desarrollo de sistemas de liberacién

controlada de firmacos, mediante la formacién de complejos farmaco/ciclodextrina, pues

a) Poseen una solubilidad limitada: ambas xantinas, cafeina y teofilina, son compuestos cuya
solubilidad en agua es limitada y ello condiciona su distribucién por medio de los fluidos

corporales.

b) Presentan elevados efectos adversos: por encima de sus rangos terapéuticos, ambas
xantinas tienen efectos adversos, especialmente en el caso de la teofilina. La utilizacién de
este compuesto esta fuertemente condicionada por su pequefio rango terapéutico, que obliga
a que la dosis deba estar muy controlada, lo que habitualmente se hace a través de un
aumento progresivo de la misma, hasta alcanzar los wvalores correspondientes a las

concentraciones eficaces.

11
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La alternativa a la terapéutica convencional de estos firmacos es su inclusiéon en un
sistema de liberacion controlada, que permita una vigilancia mas facil de sus concentraciones

plasmaticas.
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Capitulo 2

Densidad y volumen molar aparente

La investigacion del comportamiento de las disoluciones acuosas es importante en
muchas areas. Dicho comportamiento viene determinado por la naturaleza de las

interacciones soluto-disolvente y soluto-soluto [1], pudiendo observarse los cambios

bl
inducidos por los solutos sobre la estructura espacial del disolvente. El desarrollo de modelos
termodinamicos semiempiricos para la prediccion de propiedades en disoluciéon acuosa se

basa en esta informacion, especialmente en disoluciones diluidas.

Con todo, para comprender las posibles interacciones en disolucién acuosa es necesario
entender el proceso de disolucion, las caracteristicas de los solutos hidratados, asi como el
comportamiento del disolvente. El proceso de disolucién, tanto de electrélitos como de
moléculas neutras, es una transformacién relativamente compleja en virtud del elevado
numero de aspectos a tener en cuenta, entre los que juega un papel importante el proceso de

solvatacion [2], hidratacion en el caso de que el disolvente sea agua.

La adicién del soluto al disolvente implica la rotura de enlaces intermoleculares en dicho
disolvente, para crear en su seno una cavidad con un tamano capaz de recibir a la molécula
de soluto. LLa magnitud de las interacciones que, consecuentemente, se crean entre el soluto y
el disolvente, va a depender de la naturaleza hidréfoba o hidréfila del soluto, lo que se

reflejara en un mayor o menor cambio en la organizacion estructural del medio.

La entrada de un soluto apolar en el agua, da lugar a un proceso de hidratacién
hidréfobica, que habitualmente va acompafiado por un aumento de organizacion estructural
del disolvente [3-8]. Sin embargo, la entrada de un soluto polar produce una hidratacién
hidrofilica que, debido a que el soluto dispone de grupos donantes o aceptadores de
protones y, por lo tanto, tiene capacidad para establecer puentes de hidrégeno con el agua, es

un proceso menos previsible, que dependera de la existencia o no, de una parte apolar en la
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molécula del soluto y de que ésta tenga un mayor o menor predominio, para el
comportamiento final de la disolucién. Si es la parte polar la que tiene mayor peso, la

disolucién acuosa es considerada una disoluciéon normal [9-10].

En el caso de los electrolitos, el efecto sobre la estructura del agua es distinto, ya que su
entrada en la disolucion conlleva una disociacion del soluto y, por lo tanto, la aparicion de
especies i6nicas que, en la disoluciéon, estaran hidratadas. El campo eléctrico originado por
cada i6n en disolucién obliga a una reorganizacion de las moléculas de agua a su alrededor,
en la capa de hidrataciéon. Ademas, el agua en el entorno relativamente proximo del i6n
hidratado también se ve afectada y, dependiendo de la relaciéon de fuerzas entre el i6n y el
agua, de una parte y, por otra, de las moléculas de agua entre si, estos iones pueden ser
clasificados como organizadores de la estructura del disolvente o structure-making (si tienen
una fuerte interaccion con el agua y aumentan la organizacion estructural del medio) o como
desorganizadores de la estructura del disolvente o structure-breaking (si el efecto neto final es la

disminucién de la organizacion estructural del agua a su alrededor) [11,06].

La caracterizacién de esas interacciones en disolucidon acuosa, a un nivel molecular,
puede realizarse mediante la obtencién de propiedades directamente relacionadas, tales como
los volimenes molares parciales. De hecho, la determinacién de magnitudes molares
parciales a dilucién infinita, a partir de datos experimentales, tiene una importancia
fundamental, ya que en ese estado las interacciones soluto-soluto estin ausentes. Puesto que
entonces el comportamiento complejo tiene su origen en la naturaleza de las interacciones
soluto-agua y en el efecto del soluto sobre la estructura del medio acuoso, el estudio del
volumen molar parcial de un soluto, a dilucién infinita, provee informaciéon importante
acerca de los procesos de hidrataciéon que le estan asociados. Ademas, el estudio de la
dependencia con la concentracién del volumen molar parcial y del volumen molar aparente,

puede ser utilizado para analizar las interacciones entre los solutos [12].

2.1. Volumen molar parcial y volumen molar aparente

Para una disolucién binaria, sistema de 2 componentes: soluto y disolvente, el volumen
total del sistema, esto es, el volumen real de la disolucién, a temperatura y presion

constantes, puede expresarse como suma de las aportaciones de ambos componentes,

mediante el uso de los volumenes molares parciales del disolvente, V, , y del soluto V, , de

acuerdo con
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V =nV, +nV, 2.1.1)

donde 7, y 7, son los moles de disolvente y de soluto, respectivamente, en la disolucion. El

volumen por cada mol de la disolucién viene definido por
V, =xV, +x,V, (2.1.2)
donde x; y x, son las fracciones molares de disolvente y de soluto, respectivamente.

El volumen molar parcial del soluto (componente 2) en la disolucion, se define como la
variaciéon de volumen de dicha disoluciéon producida por la adicién de un mol mas de dicho
soluto, a un gran volumen de disolucién, manteniendo todas las demas propiedades

constantes (7, p, y la cantidad de disolvente).

V, = {a_v] (2.1.3)
on, o

Si se considera que la contribucién del volumen del disolvente, al volumen total de la

disolucioén, es igual a la que corresponderia si estuviese en su estado puro, se puede definir

una nueva propiedad: el volumen molar aparente del soluto (@, ). Bajo esta suposicion, a

temperatura y presion constantes, el volumen molar apatrente del soluto (¢, ) vendria dado

por [13]

hy = 2.1.4)

siendo Vl0 el volumen molar del disolvente puro [13], cuyo valor depende tnicamente de la

temperatura y de la presion. La ecuacion (2.1.4) puede modificarse para obtener el valor de

@, a partir de medidas de la densidad de la disolucién, p, y de la densidad del disolvente

puro, p; [14]. Si se considera 1 kilogramo de disolvente, N, =1000/M, y n, =m siendo »

la molalidad de la disolucién (mol/Kg de disolvente). Por tanto, la ecuacién (2.1.1) se puede

escribir como

YT
v _looovy

v md, (2.1.5)

donde M, es el peso molecular del disolvente, expresado en (g'mol ™). Dado que p, =M,/ \?

la ecuacion (2.1.5) se transforma en
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1000
P1

V= +mg, (2.1.6)

donde 7 es la molalidad de la disolucién. Dado que el volumen de la disolucién es igual a la

masa total de la disolucién dividido por su densidad, p, la ecuacion (2.1.6) puede escribirse
como

1000 +mM, 1000 N
P P

m, 2.1.7)

de donde, despejando @, se obtiene, finalmente, la siguiente ecuacion para el volumen molar
aparente del soluto

M, N 1000 p, — p
P m - pp

4 = 2.1.8)

Combinando adecuadamente las ecuaciones (2.1.1) y (2.1.4) y teniendo en cuenta la

ecuacion (2.1.3), se obtiene que

_ o,
V,=¢, +n,| — (2.1.9)
2/7,pm
En condiciones de concentracién infinitesimal, es decir, cuando el nimero de moles de
soluto 7, se acerca a cero (y, consecuentemente, las interacciones entre soluto y disolvente
apenas se producen en la disolucién acuosa) el segundo sumando de la ecuacion (2.1.9) se

hace cero y el volumen molar parcial del soluto en esta situaciéon de concentracion

infinitesimal \/_20 coincide con su volumen molar aparente ¢\? .

Para extrapolar los valores del volumen aparente a la situaciéon de concentracion
infinitesimal, Masson [15], siguiendo el patrén establecido por la teoria de Debye-Hiickel,
desarrollé para electrélitos en disolucién acuosa, una ecuacion empirica en funcion de la rafz

cuadrada de la concentracion molar del soluto en la disolucidon
¢ =dC +S3c (2.1.10)

0 z : , L .,
donde S es un parametro experimental caracteristico de cada soluto. Esta ecuacién fue

comprobada por otros investigadores [16-17] con diferentes disoluciones de electrolitos,
encontrando que representa adecuadamente la dependencia con la concentraciéon del
volumen molar aparente de electrdlitos, en un amplio rango de temperaturas y

concentraciones. Para el caso de solutos neutros, Redlich [18] demostrd, con posterioridad
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que, para disoluciones diluidas, el volumen molar aparente de estos solutos responde mejor a

una dependencia lineal con la concentracién molar, de acuerdo con la expresion siguiente
4 =40 +h,c @.1.11)

donde b, representa la pendiente de la recta correspondiente, que esta relacionada con las

interacciones soluto-soluto en la disoluciéon. En ambos casos, el valor de la pendiente del
volumen molar aparente en funcién de la concentraciéon de soluto, genera un criterio para
definir la hidrofobicidad del soluto. En efecto, si la pendiente limite es positiva, entonces en
la regién diluida predomina la interaccion hidrofilica sobre la hidrofébica y cuanto menor es

su valor, menor es el predominio hidrofilico.

2.2. Volimenes molares aparentes en disoluciones multicomponentes
2.2.1. Regla de Young

En disoluciones que contienen mas de un soluto, como en el presente trabajo de Tesis
Doctoral, la determinacién de las propiedades termodinamicas aumenta de complejidad. Si
un soluto adicional esta presente en la disoluciéon, la determinaciéon de las propiedades
termodinamicas de esta disolucién debe ser tratada en consecuencia y el efecto del soluto
adicional, tenido en cuenta. Young y Smith, a partir del estudio de disoluciones de
electrolitos [19], propusieron una regla de aditividad que permite el calculo de un valor
“promedio” para la propiedad molar aparente experimental de una disolucién que contiene
multiples solutos, como suma de las propiedades molares aparentes de cada uno de estos
solutos. Es decir, el volumen molar aparente medio observado experimentalmente, esto es, el
cambio que experimenta el volumen del sistema acuoso multicomponente, cuando se afiade
un mol de uno de los electrélitos a la disoluciéon acuosa, se puede predecir como el valor
promedio de los volumenes molares aparentes de las disoluciones de estos mismos

electrolitos, a una fuerza iénica igual a la de la mezcla. Es decir, si se define el volumen molar

aparente medio del sistema multicomponente, @, de acuerdo a la ecuacion (2.2.1)

_2mé
h=Sm

2.2.1)
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donde 7,y @, son, respectivamente, la molalidad y el volumen molar aparente del electrolito

7y la aplicacion de la ecuacion (2.2.1) a una disolucion acuosa en la que hay presentes dos

electrolitos, conduce a la expresion

— m2¢2 + m3¢3
m, +m,

Y 2.2.2)

donde las molalidades, 7, y los volimenes molares aparentes, @, , de los solutos vienen

referidos con los subindices 2 y 3.

2.2.2. Voliimenes de transferencia

En el caso de que sea de interés conocer el comportamiento particular de uno de los
solutos en una disolucién multicomponente, en presencia del disolvente y de otro soluto,
estos dos dltimos podran considerarse conjuntamente como si constituyesen un disolvente
mixto y el andlisis de las interacciones con este disolvente mixto, podra realizarse definiendo
un volumen molar de transferencia. Es decir, la diferencia entre los volimenes molares
parciales (6 aparentes) a concentracion infinitesimal, del soluto cuyo estudio se pretende, en
el disolvente considerado mixto (el disolvente mas el otro soluto) y en el disolvente puro. De

acuerdo a lo anterior, se tiene
A2 = 40 (disolvente mixto) — 4’ (disolvente puro) (2.2.3)

A concentracién infinitesimal, las interacciones entre las moléculas de solutos se
desvanecen y, por lo tanto, los volumenes de transferencia observados son tan solo el

resultado de las interacciones entre las moléculas del soluto y las del disolvente.

A nivel molecular, los cambios de volumen que sufre un soluto cuando es transferido
desde el agua hasta un disolvente mixto, pueden ser explicados mediante el modelo de
superposicion de esferas de hidratacion, desarrollado por Friedman y Krishnan [20], segun el
cual, el efecto de la superposicion de las esferas de hidratacién es destructivo. La
superposicion de las esferas de hidrataciéon de dos especies i6nicas, produce un aumento de
volumen, que lleva a una disminucién en la tendencia desorganizadora de la estructura del
i6n y una reduccién en el fenémeno de la electrostriccion del agua, causada por su presencia.
Las interacciones por puentes de hidrogeno entre grupos de caracter hidréfilo, conllevan

igualmente a una contribuciéon positiva al volumen. Y el solapamiento de esferas de
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hidratacién de dos grupos hidréfobos, o bien de un grupo hidréfobo y un grupo iénico,

producen una disminucién neta en el volumen.

Volumenes de transferencia desde el agua hasta el disolvente mixto que sean cada vez
mas negativos, sugieren que en éste ultimo, las interacciones del tipo hidréfilo—hidréfobo 6
entre grupos hidréfobos, predominan sobre las del tipo hidroéfilo-iénico 6 entre grupos
hidréfilos; mientras que valores positivos para los volumenes de transferencia, dan

informacién del predominio de las interacciones de tipo hidrofilo.

2.2.3. Calculo de las constantes de asociaciéon de solutos a partir de valores de los

volimenes molares parciales

El estudio de volumenes molares parciales de solutos de interés farmacéutico, como en el
caso de este trabajo de Tesis Doctoral, se ha desarrollado basicamente con el fin de facilitar,
por una parte, el disefio de medicamentos y, por otra, como ayuda para proponer
mecanismos del proceso de transferencia de farmacos a través de membranas biolégicas [21-
22]. Dentro del primer grupo, se han realizado estudios dirigidos a la busqueda de
informacién util en el disefio de sistemas de liberacién controlada de farmacos, por ejemplo,
mediante la determinacién de volumenes molares aparentes a consecuencia de la asociacion
de farmacos con ciclodextrinas [23-24]. Terekhova ez al., propusieron un modelo teérico que
permite la estimacién de constantes de equilibrio para la asociaciéon de solutos en disolucién

acuosa, teniendo en cuenta la regla de Young (ec. (2.2.2)) para un modelo de unién 1:1 entre
una ciclodextrina y un firmaco. Segiin este modelo, el volumen @,, que se determina

separadamente para cada componente de la disolucién, puede ser expresado en términos de
los volimenes de todas las especies presentes en el sistema, tanto libres como asociadas,

segun
¢\/ =(1_ac)¢§/,f +acﬁ/,c (224)

donde o« es la fraccion de moléculas asociadas y @, y @, . son, respectivamente, los

volumenes aparentes de las especies libres y de las especies totalmente asociadas. Las
contribuciones como consecuencia de posibles equilibrios de protonacién y/6é ionizacién de

las moléculas de firmaco, no se toman en consideracién en este modelo.

La fracciéon de cada especie asociada viene dada por (en el caso de la ciclodextrina)
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Km., :m
a, = cD, f '''Farmaco, f (225)
mCD
y
Mcp =Mep ¢ a+ KmFarmaco, f) (226)

donde 7, es la concentracion estequiométrica de la ciclodextrina, mientras que ., y
Mgy SON las concentraciones de la ciclodextrina y del firmaco en estado libre,

respectivamente. IL.a combinaciéon de las ecuaciones (2.2.4), (2.2.5) y (2.2.6) conduce a

_ ﬂ/,f + Kﬂ/,cmFarmaco,f
1+ Km

P co 2.2.7)

Farmaco, f

La resolucién analitica de la ecuacion (2.2.7), a través del método de minimos cuadrados,
permite obtener ¢, para cada uno de los componentes, asi como el valor de Ky de @, ., el

volumen molar aparente de la especie complejada.
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Capitulo 3

Viscosidad

La informaciéon concerniente a las interacciones entre un soluto y el disolvente debe
basarse en el estudio simultaneo de varias propiedades de las disoluciones, dado que distintas
propiedades presentan diferente sensibilidad y responden de manera desigual a una u otra
caracteristica de la estructura de la disolucion. Ademads de la investigacion relativa a los
volimenes molares parciales de los componentes de la disolucion, se puede recurrir al
analisis del denominado coeficiente B de viscosidad de Jones-Dole [1], de demostrada

utilidad en el estudio de las interacciones entre el soluto y el disolvente.

El coeficiente de viscosidad, usualmente denominado de manera simple como viscosidad
(), es la magnitud fisica del fluido que caracteriza su resistencia a oponerse al movimiento
producido por la acciéon de una fuerza externa. A un nivel molecular, la viscosidad, no su
coeficiente, es de hecho un fenémeno de transporte de momento cinético, producido por la
existencia de un gradiente de velocidad en la direcciéon perpendicular al movimiento global
del fluido. Mediante el estudio de esta propiedad de transporte y de su respectivo coeficiente,
se puede obtener una vision general de las interacciones que tienen lugar en una disolucion, a
nivel del soluto y del disolvente. Aunque no exista una teorfa que permita correlacionar la
viscosidad con propiedades moleculares, el mecanismo de transporte del momento cinético
se ha interpretado por distintos autores, fundamentalmente, a partir de dos factores: el

volumen libre existente en el liquido [2-6] y el potencial de interacciéon molecular [1, 7-11].

El trabajo de investigacién aqui realizado, centrado en la interacciéon entre el soluto y el
disolvente, se ha basado en la interpretacién de los valores obtenidos para los coeficientes de
la ecuacién de Jones-Dole [1], en el caso de disoluciones de electrolitos, y en el analisis de los
coeficientes de la ecuaciéon desarrollada por Finstein [10, 11], a partir de la teorfa

hidrodinamica para dispersiones diluidas, en el caso de disoluciones de no-electrolitos.
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3.1. Coeficientes de Jones-Dole para la interpretacion de la viscosidad de disoluciones

electroliticas

Jones y Dole [1] desarrollaron una ecuacién que permite relacionar la viscosidad relativa

de una disolucién de un electrdlito, con su concentracion

‘L =1+ AcY? + Bc + Dc? B.1.1)

Mo

donde 7 es la viscosidad de la disolucién, 7, la viscosidad del disolvente puro, y A, By D son
parametros que dependen de la temperatura. En esta ecuacion, el coeficiente A4 se relaciona
con las fuerzas intermoleculares de largo alcance (interacciones soluto-soluto) y puede ser
utilizado como un indicativo de si estd ocurtiendo o no, algin tipo de asociaciéon en la
disoluciéon (Jenkins y Marcus [12] comprobaron que, para los no-electrélitos en disolucion
acuosa, este coeficiente suele ser muy pequefo e, incluso, puede llegar a ser insignificante).
Dicho coeficiente .4 puede ser evaluado tedricamente [13] si se dispone de datos precisos de
viscosidad para concentraciones suficientemente bajas (en disoluciones acuosas, menores de
0,05 mol-dm™), si bien el método de determinacién mas ampliamente empleado suele ser el
de su obtencién a partir del ajuste, a la ecuacion anterior (3.1.1), de datos experimentales de

viscosidad en funcion de la concentracion del soluto.

El coeficiente B se asocia a las interacciones soluto-disolvente que tienen lugar en la
disolucién y se utiliza como indicativo del caracter formador de estructura (structure-making) o
rompedor de estructura (structure-breaking) del electrélito en la disolucion. Es decir, un
coeficiente B de viscosidad positivo se asocia a solutos con capacidad organizadora de la
estructura del disolvente (structure-making). Asi, por ejemplo, si el disolvente es agua, dicha
capacidad implica que el soluto se encuentra fuertemente hidratado en la disolucién y, por
ello, el cambio en la viscosidad de la disolucién es mas acentuado con el aumento de la
concentracion. Asimismo, su presencia en el medio puede propiciar la formaciéon de
agregados hidréfobos en la disoluciéon acuosa. Por el contrario, un coeficiente B de
viscosidad negativo se asocia a solutos que tienen capacidad rompedora de la estructura del
agua (structure breaking) y de los agregados hidréfobos en disolucion acuosa y, ademas, indica

que el soluto esta débilmente hidratado.

Esta clasificacion se correlaciona bastante bien con otras planteadas por otros autores,

como es el caso de la serie de Hofmeister (que clasifica los iones como cosmotripicos o caotripicos
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y los ordena segtn su capacidad de estabilizar proteinas y membranas [14, 15]). Sin embargo,
por el momento no existe una teorfa que relacione directamente el valor del coeficiente B con
la estructura del agua. Es decir, cualitativamente si se han podido obtener conclusiones
importantes a partir de la interpretacioén del valor de este coeficiente pero, a pesar de que sus
valores y las conclusiones de ellos derivadas, se encuentran ampliamente aceptados por la
comunidad cientifica y, por ello, recogidos en la literatura cientifica [12, 16-17], hasta el

momento presente no se ha elaborado una teoria que permita hacerlo a un nivel cuantitativo.

Stokes y Mills [7] desarrollaron un modelo para disoluciones acuosas de electrdlitos que
permite considerar la viscosidad de la solucion y, en consecuencia, el coeficiente B, como una
suma de toda una serie de contribuciones: las debidas a las interacciones electrostaticas entre
los iones; las derivadas del tamano y forma de cada i6n hidratado (hidrodinamica del i6n); las
que guardan relacién con la orientacion del disolvente a consecuencia del campo eléctrico del
i6n; y por dltimo, las derivadas de posibles restricciones de orientaciéon entre moléculas del
disolvente afectadas por la presencia del i6n y moléculas del disolvente no perturbadas por
éste. Sin embargo este modelo conlleva la enorme dificultad de la divisién en contribuciones

i6nicas individuales.

Nightingale [18] ha sefialado la especial importancia de la variacion de B con la
temperatura, en el sentido de adquirir informacién estructural. El significado usualmente
atribuido al signo y la magnitud de dB/dT, reflejaria el efecto de los solutos sobre la
estructura del agua e indicarfa el grado hidréfobo en el comportamiento del soluto. Valores
de B positivos, conjugados con un coeficiente de temperatura negativo, se atribuyen a solutos
con efecto organizador (structure making) sobre la estructura del agua, mientras que valores de
B negativos, asociados a un coeficiente de temperatura positivo, estarfan relacionados con
solutos cuyo efecto sobre el agua serfa disruptivo de su estructura (structure breaking) [19-21].
El comportamiento de estos dltimos se podria explicar por la disminucion en la organizacion
estructural del agua, que ocurre cuando se eleva la temperatura, de modo que la agitaciéon
térmica harfa disminuir la organizacion estructural, que podria, incluso, llegar a romperse a
una temperatura mas elevada. No obstante lo anterior, estos autores sefialan que existirian
iones, que ellos denominan como formadores andmalos de estructura, que presentan valores
de B positivos y coeficientes de temperatura igualmente positivos; asi como iones
voluminosos, esencialmente no hidratados, que presentan valores de B positivos y
coeficientes de temperatura negativos (este es el caso, por ejemplo, de los iones de

tetralquilamonio).
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El coeficiente D de la ecuacion (3.1.1) se asocia tanto a las interacciones soluto-soluto
como a las soluto-disolvente, siendo este coeficiente importante cuando la concentraciéon de
electrolito en la disoluciéon es elevada. Dado que en la mayoria de los casos los estudios con
electrolitos se realizan en el rango de bajas concentraciones de soluto, el coeficiente D suele
ser despreciado [12]. En particular, en este trabajo de Tesis Doctoral, este coeficiente D no se

tuvo en cuenta, al haber restringido el analisis realizado al rango de bajas concentraciones.

3.2. Teoria hidrodinamica y viscosidad de disoluciones no electroliticas

Para disoluciones de no-electrolitos, el analisis de la influencia de la concentracién sobre
la viscosidad, puede llevarse a cabo en base a la ecuacion de Einstein [10] para la presencia de

particulas esféricas dispersas en un medio continuo

M _14254+ag’ (3.2.1)

Mo
donde 7, y 7 son las viscosidades del disolvente puro y de la disolucion, respectivamente; ¢ es
el volumen total de las particulas que estin presentes en 1 cm’ de la disoluciéon y el
coeficiente @ es un parametro que cuantifica las interacciones de segundo orden que tienen
lugar en el medio. El valor de 2,5 corresponde al caso especifico en el que las particulas de
soluto se consideren esféricas. Esta ecuacidén, que identifica el medio continuo con el
disolvente y las esferas con el soluto y es valida para disoluciones diluidas, fue
posteriormente modificada para poder abarcar concentraciones mas elevadas y tener en
cuenta otras posibles formas moleculares, ademas de la esférica [11]. Su aplicaciéon presupone
que la entidad cinética del soluto tiene dimensiones bastante superiores a las del disolvente,
teniendo en cuenta que el volumen hidrodinamico de la particula incluye todas las moléculas

de disolvente incorporadas a su capa de hidratacion.

Si se expresa ¢ en términos del volumen de la entidad cinética de la molécula del soluto,

es decir, de su volumen hidrodinamico, Vh, la ecuacién de Einstein toma la siguiente forma

T _1425%x107°V,¢ (3.2.2)
o

donde Vi tiene unidades de (cm’ mol") y la concentracién ¢ de (mol dm?). El volumen

hidrodinamico del soluto incluye a las moléculas del disolvente incorporadas a su capa de
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hidratacion.

Algunos autores han atribuido un significado estructural a la relacién B/ v,

identificando el volumen hidrodindmico del soluto con el volumen molar parcial a
concentracion infinitesimal e interpretando las desviaciones de este cociente, con respecto al

valor tedrico de 2,5 de la ecuacién (3.2.2) en términos estructurales [22-23]. Normalmente,

0 - . , .
valores elevados de B/V2 , superiores a 2,5 en medio acuoso, estarfan asociados a la

estructuracién del disolvente promocionada por el soluto, o bien a la formacién de una

primera capa de hidratacion alrededor del soluto. Valores de B/ \/_20 comprendidos entre 0 y

2,5 corresponderian a especies no hidratadas.
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Difusion isotérmica

Hace mucho tiempo que el fenémeno de la difusiéon es objeto de investigacion e interés

por parte de la comunidad cientifica [1].

El fenémeno de la difusion tiene lugar cuando, en una disolucion, existe un gradiente de
concentracion, libre del efecto de corrientes de conveccion, que origina un flujo espontaneo
de materia para asi reducir la referida diferencia en la concentracién y restaurar el equilibrio.
Este proceso se puede interpretar como el resultado de los movimientos permanentes de las
particulas existentes en disolucién, conocido como movimiento browniano. La difusion es,
por tanto, un proceso irreversible importante en la naturaleza, que impone limites en muchos
procesos quimicos, biolégicos y ambientales y se observa en todos los estados fisicos de la

materia.

La medida cuantitativa de la difusion se expresa a través del coeficiente de difusion de
cada componente presente en la disolucion, que relaciona la cantidad de flujo de la sustancia,
con su gradiente de concentraciéon. La fuerza impulsora de la difusion es el gradiente de
potencial quimico de la sustancia difundente que, en disoluciones ideales, es igual al gradiente

de concentracion a temperatura constante.

Normalmente la difusion isotérmica se suele describir a través de las leyes de Fick y de la

termodinamica aplicada a los procesos irreversibles.

Aunque la difusion es un fenémeno que ocurre en tres dimensiones, la mayoria de los
métodos habitualmente utilizados para su analisis lo confinan a un caso unidimensional, con

el fin de simplificar el proceso de medida y el tratamiento matematico.
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4.1. Conceptos matematicos

Supoéngase la difusiéon de un sistema multicomponente en una sola direccién, por
ejemplo, a lo largo del eje x. Supongase, también, que | es la cantidad de materia (en gramos,
moles u otra unidad) que cruza, en la unidad de tiempo, un plano de area unitaria

perpendicular al eje de la difusion.

La primera ley de Fick [2] para la difusion (4.1.1) dice que, para un determinado
componente 7, esta cantidad de materia es proporcional a su gradiente de concentraciéon y

que la constante de proporcionalidad es el coeficiente de difusion, D, del sistema

—(J.)= % D.. ac—j(i=1,2,...,q) 4.1.1)
! —1 YU ox

donde ¢ representa la concentracién, OC/OX es la componente del gradiente de

concentracion en la direccion del eje x e 7 representa el efecto del flujo del componente j en

el comportamiento del componente 7, siendo q el nimero de componentes independientes

existentes en el sistema.

La diferenciacién de la concentracién respecto a x es parcial, dado que ¢ puede ser
igualmente dependiente del tiempo. Con el fin de que D resulte positivo, se introduce el
signo negativo delante de la expresion, ya que si x aumenta en la direccion del flujo, la

diferencial es negativa [2].

La segunda ley de Fick [3] establecida por derivacion de la ecuaciéon (4.1.1) permite

evaluar el cambio en la concentracion con el tiempo # debido a la difusion

o) oy
O )con XL OX (4.1.2)

en donde se considera la coordenada x de acuerdo a lo indicado anteriormente.

Para un espacio a tres dimensiones las leyes de Fick se pueden escribir de la siguiente

manera [1]
y
o .
P = div (grad c) (4.1.4)
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La resolucién de la ecuacion (4.1.3) para un proceso unidimensional es posible, ya que se
considera como constante el valor del coeficiente de difusion respecto a la concentracion [4].
Si bien esta consideracién es menos estricta en el caso de los sistemas reales, se utiliza en el
ambito experimental, puesto que la fuerza responsable de la difusién es el gradiente de
potencial quimico y, por tanto, se considera que la variaciéon del coeficiente de actividad no
es significativa respecto a la diferencia de concentraciones responsable de la difusion [1]. En
estas condiciones, es razonable suponer que se obtienen coeficientes de difusion
diferenciales, con significado termodinamico bien definido. La determinaciéon experimental
de coeficientes de difusion se basa en las leyes de Fick, expresiones (4.1.1) y (4.1.2). Ambas
han sido desarrolladas en el supuesto de que no hay corrientes de convecciéon dentro de la

disolucién.

A continuacién, se describira la aplicaciéon de estos conceptos a los sistemas de varios
componentes. Para la difusiéon binaria, las especies vendran indicadas por 4 y B (como
subindices). Para sistemas con un mayor numero de componentes (sistemas
multicomponentes) las especies vendran indicadas mediante subindices numéricos 1, 2, 3,.., ¢.
Para el caso particular de la difusiéon de trazas de soluto, el componente cuya traza se esta

determinando vendra indicado por un superindice (*).
4.1.1. Aplicacion en sistemas binarios

Supoéngase la difusién en un sistema binario, en las condiciones anteriormente descritas.

La primera ley de Fick, para la difusién en un sistema binario [1-2], vendra dada por

j--p% (4.1.5)
OX

En el caso de un sistema en el que el volumen se mantiene constante, se debe utilizar
como referencia, un sistema donde los flujos se definen comparativamente a un plano a

través del cual no se produce transferencia de volumen.

Para un sistema unidimensional se tiene
v v
JAV,+ 35V, =0 (4.1.6)

donde JX y J\B/ son los flujos, en moles, por unidad de area y de tiempo, de los
componentes 4 y B. Los superindices indican que el volumen de los planos es fijo, siendo

V, v Vi los volimenes parciales respectivos.
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Estos flujos pueden escribirse como

oc
JV =-D) =~
X 4.1.7)
v v OCq
3V =-pYZe

OX

. . v
en los que ¢, y ¢; son las concentraciones de A4 y B, en moles por unidad de volumen,y D, y

v . . e
Dg los respectivos coeficientes de difusion.
b

Combinando las ecuaciones (4.1.6) y (4.1.7) se tiene la expresion

oc oc
D)V, a—; +DJV, EB =0 (4.1.8)
en la que
oc oc

definen, respectivamente, el volumen de A y de B transferidos por unidad de tiempo a través

de un 4rea unitaria del plano en cuestion.

De la definicién de volumen parcial, en un sistema binario

V,c,+ViC; =1 (4.1.10)
se puede escribir
oc oc
V,—2+V, —2=0 4.1.11
A o B o ( )

Para que se verifiquen las condiciones (3.1.5) y (3.1.8) es necesario que
D, =Dy 4.1.12)

a menos que V, =0 6 Vy =0. Este coeficiente se denomina “coeficiente de difusion mutua” y se

VooV . . .
suele representar por Dpg 6 D" | aunque la mayoria de los autores lo suele designar sélo

por D. Por tanto, la difusiéon en un sistema binario en el cual los volumenes parciales se
mantienen constantes, puede ser descrita Gnicamente por medio de este coeficiente de

difusion.
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4.1.2. Aplicacion en sistemas ternarios

En un sistema con mas de dos componentes independientes entre si en la disolucion, las
leyes de Fick son generalmente insuficientes para describir el proceso de difusiéon global que
tiene lugar. En efecto, el flujo de cada componente puede verse afectado por los gradientes
de concentracién del resto de componentes y esta interacciéon puede ocurrir, tengan los
componentes caracteristicas idnicas o moleculares [1-2,.5] Restringiendo la difusiéon a un
proceso unidimensional, tal como se hizo en el caso de un sistema binario, el flujo del

componente 7 viene dado por la ecuaciéon (4.1.1).

La introduccién de la restriccion adicional

q
> V.J). =0 (4.1.13)

en donde V; es el volumen molar parcial del componente 7 permite eliminar uno de los

flujos, dado que estd interrelacionado con los demas mediante esta expresion (4.1.13).

Para un sistema ternario (es decir, ¢ = 3) [1,6-9] a volumen constante, indicado mediante
el subindice v, las ecuaciones de difusion mutua de los solutos 1 y 2 pueden describirse

mediante las ecuaciones (4.1.14) y (4.1.15)

-(J)= (Dn) (Dlz) (4.1.14)

-(J,)= (D21) +(D22) (4.1.15)

en las que J; representa el flujo del componente 7 en la direccion del eje x y OC/OXes la
componente del gradiente de concentraciéon del componente 7 en la misma direcciéon. Los
coeficientes de difusién principales, D,, y D,,, proporcionan los flujos de los solutos 1 y 2,
respectivamente, inducidos por sus propios gradientes de concentracion. Los coeficientes de
difusién secundarios, D,, y D,,, proporcionan el flujo acoplado de cada soluto, inducido por

el gradiente de concentracién del otro soluto [1, 6-9].

En disoluciones diluidas en las que los solutos no interactdan entre si, los valores de D,
y D, suelen ser muy pequefios por lo que, dentro del rango de imprecision del método,
pueden considerarse nulos. Para sistemas que presentan coeficientes de difusion secundarios
que no pueden ser tomados como cero, un coeficiente de difusion D, (/ # £) positivo revela

un co-transporte acoplado del soluto 7, desde las regiones de concentracién elevada del soluto £
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hacia las regiones de baja concentracién de dicho soluto 4. Sin embargo, un valor negativo
del coeficiente D, indica un contra-transporte acoplado de soluto / desde regiones de baja

concentracion del soluto £, hacia regiones de concentracion mas elevada de esta sustancia.
4.1.3. Aplicacion en sistemas cuaternarios

La difusién en un sistema acuoso cuaternatio, esto es, soluto 1 + soluto 2 + soluto 3 +
agua, descrito de manera sencilla como 7& (en donde el disolvente, componente 0, no se

incluye), viene descrita mediante las ecuaciones de difusion (4.1.16) a (4.1.18) [10-12]
oc oc oc
123 1,123 2,123 3

oc oc oc
123 1,123 2 123 3

oc oc oc
71 _ 123 1123 2 123 3

en las que |, representa el flujo molar de soluto 7 a través del plano de referencia de volumen
fijo y y‘kDyv son los coeficientes de difusiéon cuaternarios. Los coeficientes de difusion
: : 123 123 123 123 : . :
principales ~D;; (estos son, "~ D,,, "“D,, y “D;;) representan el flujo de soluto 7 producido
por su propio gradiente de concentracion. Los coeficientes de difusién secundarios 123D,./.
12 12 123 12 123 12 : .
(*’D,,, ®D,,, '®D,,, '”’D,, D, v '®D;,, representan el flujo acoplado de soluto i,

impulsado por un gradiente de concentracién de otro soluto j 6 4.

A un sistema acuoso cuaternario, 7/&, le corresponden tres sistemas acuosos ternarios, 7,
ik, y jk, proporcionados por tres sistemas acuosos binarios correspondientes, 7, / y 4. El
coeficiente de difusién cuaternario principal, D, se puede confrontar con sus
correspondientes ternarios, esto es, D,y “D,, asi como con el valor del binario respectivo,
D, Para los otros dos coeficientes principales, ﬁij-/» y 7D, , se emplearian razonamientos
paralelos. El coeficiente de difusién cuaternario secundario, ﬂo’D?./- , Unicamente se puede
contrastar con un coeficiente de difusién, su homélogo ternario ” ;> situacion que es
también valida para los demas términos secundarios. La comparacion de los coeficientes de
difusién del sistema & con los de los sistemas 7, 7& y j& proporciona informacién sobre el
efecto que, sobre los otros dos solutos, produce la adicion del tercer soluto. La comparacion
de los coeficientes de difusion del sistema 7& con los relativos a los sistemas binarios, 7 / y 4,

proporciona informacién acerca del efecto que produce la adicién de cada pareja de solutos

al tercero de ellos [10-12].
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4.2. Informacién sobre las interacciones intermoleculares deducida a partir de los

datos de difusion

En procesos de difusion que involucran muchos solutos, es interesante disponer de
informacién sobre las interacciones intermoleculares que ocurren en la disoluciéon. Un
ejemplo de este tipo de difusién multicomponente se localiza en el cuerpo humano [13]. En
la sangre, por ejemplo, tiene lugar la difusion simultanea de oxigeno, aztcares y proteinas. En
el intestino delgado, se produce transferencia de masa de sales biliares, grasas y aminoacidos.
Los iones sodio y potasio pueden atravesar las membranas celulares, mediante transporte
activo. Todos estos procesos fisiologicos implican la difusiéon simultanea de muchos solutos
y su analisis debe ser acometido desde supuestos bastante alejados de la consideracion de los

sistemas ideales.

Algunos autores han desarrollado modelos que permiten cuantificar esas interacciones

moleculares. A continuacién se describen someramente estos modelos.
4.2.1. Estimacion de constantes de asociacion para solutos en equilibrio quimico

Para aplicar la Termodinamica de los procesos irreversibles a la ecuacion (4.1.1), es

necesario imponer algunas restricciones sobre la matriz de los coeficientes D [14].

La traza de la matriz debe ser positiva
> D; >0 4.2.1)
i

El determinante de la matriz debe ser mayor o igual que cero
D;|>0 (4.2.2)
Para un sistema ternario, estas restricciones se reducen a

D,+D,,>0 (4.2.3)
D,,D,,+D,,D,, 20 (4.2.4)
Ademas, para disoluciones diluidas en el componente 7 es valida la relacion siguiente

lim,_,,D; =0(i # j) (4.2.5)
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Esta limitacion es debida al hecho de que, en ausencia del componente 7 en la disolucion,
su flujo se desvanece. A concentraciones de soluto elevadas, la magnitud de los coeficientes
de difusiéon secundaria puede sobrepasar la magnitud de uno o de ambos coeficientes de
difusién principales. El motivo para que estos coeficientes sean distintos de cero, puede
atribuirse bien a los diferentes volumenes de las particulas que estan intercambiando su
posicion en el proceso de difusion, o bien a las interacciones entre las especies de solutos.
Generalmente, a valores positivos y elevados de D, (7#)) se les atribuye la presencia de
efectos de salting-out y a los valores negativos, la existencia de interacciones atractivas entre

los solutos.

Paduano e al [7, 15-17] han desarrollado un modelo teérico que se ha utilizado para
realizar la estimacién de los wvalotes de las constantes de asociacion en sistemas
multicomponente, en equilibrio quimico, que involucran ciclodextrinas. Tanto su
fundamento tedrico, como las ecuaciones que permiten correlacionar los coeficientes de
difusién con las constantes de equilibrio, estan adecuadamente descritos por estos autores y
recogidos en la bibliograffa, por lo que unicamente se expondran aqui los puntos mas

relevantes que conducen a la determinacion de las referidas constantes de equilibrio.

En primer lugar, este modelo considera aceptable la aproximacién de que en disoluciones
diluidas los términos cruzados, coeficientes de difusién secundarios D,, y D,, son
despreciables y lo son cada vez mas a medida que ¢, y ¢, se acercan mas a cero. De hecho, los
valores limite, a concentracién infinitesimal, de estos coeficientes D,, y D,, deben ser cero,
dentro del error experimental. A concentraciones distintas de cero, los valores de los
coeficientes secundarios D,, y D,, son diferentes de cero (aunque, en general, sus valores se
encuentran muy cerca de lo que es el valor de la incertidumbre de las medidas). Sin embargo,
cuando en el medio disuelto tiene lugar un equilibrio de asociacion, se produce un aumento

apreciable de los valores de estos términos cruzados.

Para el caso particular de dos solutos en equilibrio quimico [7, 15-17], siendo uno de ellos
una ciclodextrina (1) y el otro soluto una molécula huésped (2), en un proceso de difusion
isotérmica en disolucion acuosa, se tiene el equilibrio 14+2 <3 en el que la especie
complejada se ha desighado como el componente 3 (el disolvente, agua, sera el componente
0). En estas circunstancias, las ecuaciones generales de difusion (4.1.14) y (4.1.15) deben ser

sustituidas por
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0Cqy *

_(J ) =( 11) +( 12) +( 13 ) “ox (4.2.0)
%* % 8C1 * N 802 * * *
6 3%

_(J3 )= (D31 ) +( 32 ) +( 33 ) (4.2.8)

6X

donde los términos cruzados, D,, representan las interacciones de los solutos producidas

unicamente por el proceso de difusién y son independientes de la reaccion quimica.

Considerando las relaciones siguientes, en términos de las especies constituyentes

3=, +35" (4.2.9)
Jy=3,"+35" (4.2.10)
C =C +Cg" (4.2.11)
C, =Cy) +Cg" (4.2.12)

y la constante de asociacion, en términos de molaridad

K =3 (4.2.13)

que se relaciona con la constante de asociacion, en molalidad, a través de la expresion
KC = Kb(1000+zms|\/|s]%.000p (4.2.14)
S

donde p es la densidad de la disolucién y M, es el peso molecular de los solutos (s son la CD

y la molécula huésped). Cuando la disolucién es diluida, la ecuacion (4.2.14) se reduce a
KC = Kb/p (4.2.15)

Suponiendo que todos los términos secundarios en estas ecuaciones son despreciables e
introduciendo las ecuaciones (4.2.6) a (4.2.13), se obtienen, después de reordenar

adecuadamente, las siguientes ecuaciones, que permiten estimar K,
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1{ * * * * }

P 2 (D +Dgy ) +(Dyy —Dyy )b' Kc(cz_cl)]R (*+2.16)
1 * * * |

D, =§{(D33 -D,,")+(D,"-D,, )_1-Kc(c2—cl)]R} (4.2.17)

B 1{ * * * sl }
Dy =5 |(Dg" = D,,") +(D,," Dy, )_1-Kc(c2—cl)]R 4.2.18)

_ 1{ * * * s }
Dyp =5 1Dy, +Dy;") +(D,," Dy, )_1-KC(02—01)]R (4.2.19)

donde

R={1+K.(c,—c)F +4K.c | 2 (4.2.20)

Para obtener una estimaciéon de K, a partir de las ecuaciones (4.2.16) a (4.2.20), se ha
considerado que D,,” y D,, son iguales, respectivamente, a los valores de los coeficientes de
difusién binarios, D, (ciclodextrina) y D, (huésped) a la concentracién correspondiente,
corregida por la viscosidad de la disolucién en dicha concentracién. Los valores de D;; v K.
son aquellos que mejor ajustan los datos experimentales, dentro de los margenes de error de

estas determinaciones.

4.2.2. Estimaciéon de constantes de asociacion a partir de difusiéon de trazas de

solutos

El analisis de la difusiéon en sistemas binarios y muticomponentes se ha detallado
anteriormente. A continuacion se describira el tratamiento relacionado exclusivamente con la

difusién de trazas de soluto (1) en disoluciones acuosas que contienen un exceso de un

segundo soluto (2) [18-20].

En este caso, las ecuaciones que describen el transporte de solutos en sistemas ternarios

(4.1.14) y (4.1.15) se escribiran como

() =0y & (4.2.21)
OX
a 1 a 2

~(3,) = (Dn)v—a"X +<Dzz)va—°X (4222
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donde ],y (0C; /OX) son los flujos molares y los gradientes de concentracién de los solutos.

Dado que ¢ = 0, D,, sera el coeficiente de difusién mutua binario del soluto 2 y D,, el
coeficiente de difusién, a concentracién infinitesimal del soluto 1, que a partir de ahora se
denominara como el coeficiente de difusién en condiciones de traza del soluto. El termino
secundario D,, representa el flujo acoplado del soluto 2, producido por el gradiente del
soluto 1. Este término puede ser importante si los solutos 1 y 2 se asocian, o si ambos son
electrolitos. El correspondiente D,, desaparece, por definiciéon, de la ecuacion (4.1.14) porque
es imposible que el gradiente del soluto 2 produzca un flujo significativo del soluto 1,
presente apenas como traza. Asimismo, se pueden obtener los coeficientes de difusion de

trazas de soluto 2, en disoluciones acuosas que contienen un exceso de soluto 1.

A partir de estos datos, es posible relacionar los coeficientes de difusiéon de los solutos
con los coeficientes de difusion de las especies difundentes en la disolucién. Las expresiones
para el calculo de las constantes de asociacion y de los coeficientes de difusion de las especies
asociadas, que se describen a continuacién, se han adaptado [18-20] para el caso de dos

solutos genéricos.

Supoéngase un sistema acuoso donde coexisten dos solutos A (1) y MX (2), siendo éste
ultimo un electrélito fuerte. Supdngase que A es un no-electrélito o un electrolito débil, cuya
constante de disociaciéon es suficientemente baja como para que pueda despreciarse.
Supoéngase que el soluto A interacciona con uno de los iones del otro soluto (se ha elegido el
cation M.

Si se asume que las interacciones entre ellos ocurren en la proporcion de 1:1, el equilibrio

que se establece vendria descrito por
A+M <« 5A-M* (4.2.23)

En esa situacion se tendrfan 4 especies en disolucion: A; AM'; M y X Las ecuaciones

de balance de masas vendrfan dadas por
¢, =[Al+|AM*] (4.2.24)
c, =[M"]+[am~] (4.2.25)
y las fracciones asociadas de A (X)) y de M" (X)) se pueden escribir como

X, = [am -] (4.2.26)
L [Al+[Am ] -

}T
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X, = [AM +] (4.2.27)

|M ! |+ |AI\/| ’ |
La difusividad de la especie asociada AM "y la respectiva constante de asociacién pueden
ser estimadas mediante el uso de las ecuaciones (4.2.28) y (4.2.29) y de los datos
experimentales obtenidos a través de medidas de los coeficientes de difusiéon ternaria de
trazas de A, D, (¢,/6=0), disuelto en disoluciones acuosas de MX, y de medidas de los
coeficientes de difusién ternaria de trazas de MX, D,,” (¢/6,=0), disuelto en disoluciones

acuosas de A.

Df{izo)z X,D% +(1-X,)D? (4.2.28)
CZ
X,D° . +(1-X,)D°.
DSZ(C—1=OJ=2DX- 2 1-x,)o, . (4.2.29)
) D, +X,DS . +(1-X,)D,

donde D’ , y D’ ,, representan los coeficientes de difusién, a concentracién infinitesimal, de
las moléculas de Ay del complejo AM", respectivamente. El valor de D’ se toma como

igual al del coeficiente de difusion (binario) infinitesimal de 4 en disolucién acuosa.

Entonces, en condiciones de difusién de trazas de cada componente, X, = X, la

constante de asociacion puede definirse segun

K — Xl — XZ
Cl(l_ Xl) Cz(l_ Xz)

(4.2.30)

Reorganizando las ecuaciones (4.2.26) a (4.2.30) se puede obtener la constante de
asociacion del complejo, asi como el coeficiente de difusién de la especie asociada. La
influencia de la viscosidad de la disolucion en el coeficiente de difusion se tiene en cuenta en
el calculo, es decir, los coeficientes de difusién de las especies se corrigen por la viscosidad de

la respectiva disolucion a través de la expresion

D, ~ [E]Df (4.3.31)
o

donde D; es el coeficiente de difusién de la especie 7, D, es el coeficiente de difusién a
concentracion infinitesimal de la especie 7 7 es la viscosidad de la disolucién y 7, es la
viscosidad del agua. Para llegar a obtener los valores finales de la constante de estabilidad de
los solutos, se han introducido varias aproximaciones. La contribucién de la constante

dieléctrica y cambios en la hidratacién de los solutos [1] son parametros no tenidos en cuenta
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en este calculo. El modelo supone que, en el rango de concentraciones estudiado, el
coeficiente de actividad de las especies en la disolucién es igual a la unidad y que las

movilidades de las especies libres y asociadas no cambian con la concentracion.

4.3. Método de Dispersion de Taylor

4.3.1. Conceptos generales

La técnica de dispersion de Taylor, empleada para la medida de los coeficientes de
difusion, esta basada en el trabajo publicado por Taylor entre 1953 y 1954 [21-23]. Esta
técnica fue desarrollada sobre la base de una primera observacion de Griffiths [24] quien
identificé que, cuando una pequefia cantidad de disolucion se inyecta en un tubo capilar, en
el que esté fluyendo agua u otra disolucion, con los mismos componentes que la primera,
pero a distinta concentracion, el pulso de disolucién inyectada se mueve a lo largo del tubo,

como si fuera una columna simétrica en crecimiento lento.

Taylor proporcioné un tratamiento matematico para esta situacion, seflalando que la
dispersion a lo largo del tubo resulta de la accién combinada entre la difusién molecular

radial, producida por el gradiente de concentracion, y el gradiente de velocidad.

En 1956 Aris [25] present6 una soluciéon mas general para la cuestion de la dispersion,
demostrando que bajo ciertas condiciones, la distribuciéon de concentraciéon dentro de la
columna de soluto, a medida que atraviesa el tubo, se puede utilizar para determinar el

coeficiente de difusién binario de un sistema de dos componentes.

Basandose en estos modelos matematicos y aprovechando el creciente desarrollo de la
tecnologia, cientificos tales como Ouano (1972) [26], Alizadeh e a/. (1980) [27] o Akgerman
[28] buscaron disefiar y construir equipos que operaran de acuerdo con la descripcion
matematica mas simple para la dispersiéon de un pulso de soluto en un liquido en flujo
laminar. Mas tarde Price (1988) [8] y Leaist (1990) [29] extendieron la teorfa a sistemas
multicomponente. De esta forma el método de dispersion de Taylor se ha convertido en una
de las técnicas mas econémicas y convenientes para la determinaciéon cuantitativa de los
coeficientes de difusién en los liquidos debido a su gran precision, a la simplicidad de los

equipos utilizados, a su versatilidad y a la rapidez de ejecucioén de la medida.

En la técnica de dispersion de Taylor [5, 6], un pequeno pulso de soluto (disolucion de

inyeccién) se introduce en un tubo largo y uniforme de longitud L y radio R, donde fluye
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lentamente y de modo laminar la disolucién de disolvente (disolucién de flujo).
Posteriormente a la inyeccion, el soluto se dispersa bajo la accién de una combinacion de dos
procesos: la difusion molecular, producida por el gradiente de concentracién y el perfil
parabdlico de velocidades del eluyente. El flujo laminar distorsiona el pulso inicial de soluto y
lo dispersa: si la difusiéon molecular es lo suficientemente rapida, las moléculas del soluto
estaran moviéndose desde la parte interior del tubo hacia la regién cercana a las paredes y
viceversa, en un movimiento radial que disminuye el efecto de la dispersion axial [26]. Este
perfil de la dispersiéon del soluto a lo largo del tubo en un experimento de Taylor, se

representa en la Figura 4.1.

g ————F Q
. Fanlo
— 3500

Figura 4.1. Técnica de Taylor: perfil de dispersioén de un soluto en el tubo de dispersion [21].

(1: tubo capilar; 2: perfil de velocidad en flujo laminar; 3: inyeccién de soluto; 4: difusion radial)

La distribucion de la dispersion de los solutos a la salida del tubo de dispersion, se puede
seguir haciendo pasar el eluyente a través de un detector, por ejemplo, usando un
refractometro diferencial, que facilita informacion acerca del perfil de la concentracion radial

media, en funcién del tiempo.
4.3.2. Teoria del método

En coordenadas cilindricas, la ecuaciéon de continuidad en un punto fijo (7, x), aplicada al
sistema en estudio, para especies definidas en términos de su concentracion molar, ¢, se

escribe como [5, 30-31]

0’c loc o%c oc  oc
D=|S54+28, 0y E (4.3.1)
or ror ox oX ot

en donde #(7) es la velocidad de flujo relativa a las coordenadas del laboratorio.
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El coeficiente de difusién mutua se asume que es una constante, aproximacion que
resulta valida si el gradiente de concentracion es pequefio. Se admite, ademas, que no tiene
lugar ninguna reacciéon quimica, que la densidad del liquido es constante y que se trata de un
flujo laminar con un perfil de velocidad parabdlico caracteristico de los liquidos

Newtonianos. Asi pues, la velocidad de flujo viene dada por

u(r) = 26{1+ (%j } @3.2)

donde U es la velocidad promedio del flujo y R es el radio del tubo de dispersiéon. Sin

embargo, resulta mas conveniente medir la distribucién de la concentracién en relacion a una

coordenada axial, X; , que se mueve a la velocidad promedio del flujo U.

Por lo tanto, la velocidad, »(7), en este marco de referencia, es igual a

v(r) =u(r)-u 1—2{1—[%) } (4.3.3)

Taylor [21-23] demostré que, eligiendo condiciones experimentales adecuadas, los
efectos de la difusion axial sobre el pulso inyectado pueden no ser tenidos en cuenta. Estas

condiciones vienen dadas por

L__ 2R’

- >> m (4.3.4)

en donde L es la longitud del tubo de dispersién. Asi, despreciando el termino de la

dispersion axial y considerando la convecciéon a través de un plano que se mueve con la

velocidad promedio del flujo, u , la ecuacion (4.3.1) se reduce a

o%c 1oc RZ?ac RZG{ (rﬂac
gz R RUl o F (4.3.5)

o ror Dot D R) |6x,
enla cual X; = X— ut. T.a concentracién media radial, C, definida como

(4.3.6)

puede medirse facilmente.
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La condiciéon (4.3.4) significa que las variaciones radiales en C son pequefias en
comparacion con las correspondientes en la direccion longitudinal en el punto de deteccion
y, por tanto, la solucién de la ecuacién (4.3.5) en términos de concentraciéon media, obedece
a la siguiente ecuacion diferencial

oc _ d°c
—=K— (4.3.7)
ot X,
en la que K es el coeficiente de dispersion de Taylor efectivo. Aris [25] utilizé el método de
los momentos para demostrar que la definiciéon de K, en el trabajo original de Taylor, se
encontraba incompleta. Hunt [32] verificé que la definiciéon de Aris para K era correcta,

viniendo su valor dado por

—2

R2u
48D

K=D+ (4.3.8)

Las aproximaciones de Taylor conducen a la eliminacién del primer término de la
derecha de la ecuacion. En la practica, la aproximacion es razonable, dado que el primer
término es normalmente varios ordenes de magnitud menor que el segundo término.

Consiguientemente

(4.3.9)

4.3.3 Analisis de resultados y estimacion de los parametros
4.3.3.1 Sistemas binarios

La ecuaciéon (4.3.7) puede ser resuelta analiticamente en el caso de una inyecciéon de

soluto, con peso molecular M, de concentracién conocida en el momento cero [5, 30-31]. La

concentracién media radial, C, en el final del tubo de difusion, a la distancia L del punto de

inyeccion, viene dada por

—\2
- M L—ut
C=————¢€ —Q——l (4.3.10)

AR (4aKt)"* S s

o, enunciado de una manera alternativa, por
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M

E =
anz(zn)“zG(th/G2

(4.3.11)

en donde t representa el tiempo de retencion del soluto y p su densidad molar. Es evidente

que la ecuacion (4.3.11) es el producto de un término constante multiplicado por la curva del

error estandar con la varianza

(4.3.12)

Para el calculo del coeficiente de difusién suele emplearse el método de los minimos

cuadrados, método que ha sido el utilizado en este trabajo de Tesis Doctoral.

Como antes se indicé, la disolucién, a la salida del tubo de dispersion, se hace pasar a
través de un detector del indice de refraccion, a fin de determinar la dispersion del soluto a lo
largo del tubo. En el detector se obtiene una respuesta lineal a los cambios en esta propiedad,

dependiente de la concentracion. La sefial externa del detector, V (t), depende del tiempo de

elucion, segun
V(t) =V, +Vt +KARAC(t) (4.3.13)
donde V, +Vit es la sefial de la linea base del detector (el término Vit se incluye en las

fluctuaciones de la linea base), K=dV/dn representa su sensibilidad, AR =0n/éc

representa la variacion del indice de refracciéon en funciéon de la concentraciéon C 'y

Ac(t) =c(t)—c.

Combinando la ecuacién (4.3.11) con la ecuacién (4.3.13), se obtiene

(4.3.14)

1/2 _' 2
V() =V, +Vit +vmax(%) exp{— %}
r

donde V4, es la altura relativa del pico respecto a la linea base

Viax = KR Acfv ,/—12? (4.3.15)
ar°yU nt

Si ‘t - t‘ <1, entonces se tiene
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(t—tf)z ~ (t —Efz) (4.3.16)

en el pico del soluto y la ecuacion (4.3.14) es similar a una distribucion gaussiana, centrada en

B, , 2 2
t tal como se muestra en la figura 4.2 , con una varianza de t, /24D =0".

El coeficiente de difusién binario se puede calcular utilizando el método de los minimos

cuadrados para ajustar la ecuacion (4.3.14 ) a las medidas del detector V (t) y utilizando V,

V., V4 v t como parametros ajustables.

0,07
0,06 A
0,05 - /
> 0,04 - [
£
= 0,03 N
> [ tr

0,02 A /

oS
0 o,

5%6 6500 7500 8500 9500
-0,01

t/s

Figura 4.2: Perfil de dispersioén del tipo binario

En resumen, el método de los minimos cuadrados supone que la distribucién de las
concentraciones expresadas por la ecuaciéon (4.3.11) proviene, unicamente, de una

distribucién gaussiana. Consecuentemente, se puede aplicar un proceso de ajuste no lineal a
la curva y obtener los valores de t y 2. Suponiendo que Dt/R? >10, de la combinacién

de las ecuaciones (4.3.8) y (4.3.12) se obtiene que

.
D =% (4.3.17)

Utilizando los valores de t y 0% en la ecuacién (4.3.17) se obtiene el valor del

coeficiente de difusion.
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4.3.3.2 Sistemas ternarios

En el caso de disoluciones de tres componentes [8-9, 29], es decir soluto 1 + soluto 2 +
agua, el analisis de los resultados es mas complejo debido a la existencia de difusién acoplada,
es decir, debido al transporte del soluto 1 por efecto del gradiente de concentraciéon del
soluto 2 y viceversa. Los coeficientes de difusion ternaria D, se utilizan para medir el flujo
del soluto 7 producido por el gradiente de concentracién del soluto 4. Como resultado de
estas interacciones entre los flujos de los solutos, la difusion ternaria no se limita a la simple

superposicion de los procesos binarios de difusion.

Considerando que C;, y C, representan, respectivamente, las concentraciones de los

solutos 1 y 2 en la disoluciéon de flujo y que C_l+AC_1 y §+A€ representan las

concentraciones de las disoluciones de inyeccién, con un volumen de inyeccion AV | la
distribucién de la dispersion de la concentracion del soluto, a una distancia L del punto de

inyeccion, se obtiene por un ajuste lineal, de acuerdo a la ecuaciéon

Ac,(t)=c,(t)-ci = Zzl 24 (3D‘ j% exp{— 12DU(t -t )z} (4.3.18)

~ 73U ﬂt_R r2L

donde D, y D, representan los valores de los coeficientes de difusiéon binatios para cada

uno de los componentes, en la matriz D de los coeficientes de difusion D,,
- | ok
D, = {Dll +D,, +(D11 - Dzz)l+ 4D,,D, /(Dll - Dzz) }2 (4.3.19)

D, = {D11 +Dy, - (Dll -D,, )[1"' (4D12 D /(Dll -D,, )2 )]%}/2 (4.3.20)

A la salida del detector del indice de refraccion, se tiene una funcién lineal que depende

de las diferencias de concentracion entre ambos solutos

AV (t) = k[R,Ac, (t) + R,Ac, (t)] (4.3.21)
donde R; y R, representan la derivada de la propiedad detectada (indice de refraccién)
respecto de la concentracion, esto es R, = 8!‘]/ oc, vy R, = 8n/ ac, .

Proporcionados los valores de los coeficientes de difusion ternarios, las ecuaciones
anteriores pueden utilizarse para predecir la forma del pico producido por la dispersion del

soluto. En general, la sefial del detector AV (t) para la difusion ternaria es la suma de dos

distribuciones estandares con una varianza de #1./24D,Uy 1./ 24D,U.
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En este caso concreto, la sefial en la salida del detector se convierte en una distribucién

estandar. Por tanto, la sefial a la salida del detector del indice de refraccion vendra dada por

% 2 2
V() =V, +Vit +V (tTRj {Wl em(—%}(l—wl)exp(_ 12D, (t-t,) ﬂ

r’t rt
(4.3.22)

Son necesarios, al menos, dos experimentos con diferentes valores, para determinar los

coeficientes de difusion ternarios para cada conjunto C,;, C, y cuanto mayor sea el nimero
de experimentos, mayor serd la precision del resultado. Asimismo, también las razones
R,/R, y Ac,/Ac, deben ser conocidas. Sin embargo, siempre que se empleen los
momentos normalizados, los valores de la sensibilidad del detector £ y del volumen de
inyeccién AV no son obligatorios. De manera similar a los sistemas binatios, la velocidad de

flujo debe elegirse de manera que se cumplan las ecuaciones (4.3.4) y (4.3.9), reemplazando D

por D,
4.3.3.3. Sistemas cuaternarios

Extensiones de la técnica de Taylor se han utilizado para medir coeficientes de difusién
cuaternaria %(Dlv/) para disoluciones multicomponentes [10-12]. Estos coeficientes %(D,./),
definidos por las ecuaciones (4.1.15) a (4.1.18), se evaluan a través del ajuste de la ecuacién

de dispersion cuaternaria (ecuacion 4.3.23)
3 —
V(1) =V, +Vit+ K> R (1) ¢ ] (43.23)
i—1

donde V es la sefial del detector, K =dV /dn es la sensibilidad del detector, # es el indice
de refraccion, R, =dn/ CIC_i mide el cambio en la propiedad detectada por unidad de cambio
de la concentracion del soluto, y ¢; (t)—a representa la dispersion de la concentracion media

del soluto, dada por

3

_ 3 3
¢ (t)—c, = 2A3" [EJ Zz ZAkkaACpDk% X eXp [—12Dk(t—tR)2/r2t] (4.3.24)
mu\a) ‘3 a

donde los D, son los valores propios de la matriz D de los coeficientes de difusién
cuaternarios, las columnas de la matriz A son los vectores propios independientes de D y la

matriz B es la inversa de A.
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En un experimento para la medida de coeficientes cuaternarios de difusién, pequefios
volimenes AV de disolucién de composicion (€, +AC;), (¢, +Ac,) v (c3+Acs ), son
inyectados en disoluciones de transporte de composiciones ¢, , €, y €3 en el tiempo # = 0.

Como anteriormente se comento al tratar los sistemas ternatrios, se necesitan, como minimo,

tres experimentos con diferentes valores, para determinar los coeficientes de difusién

cuaternarios para cada conjunto C,, C, , C,.
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Capitulo 5

Aspectos experimentales

5.1. Productos

5.1.1. Xantinas

La cafeina (calidad pro analysi, con una pureza > 98,5 %) y la teofilina (calidad anbidra, con
una pureza > 99,0 %) utilizadas en el presente trabajo de Tesis Doctoral, fueron
suministradas por Sigma-Aldrich. Estos productos se usaron tal y como vienen
comercializados, sin someterlos a ningin proceso de purificacion. Unicamente se

mantuvieron almacenados dentro de un desecador con gel de silice.

5.1.2. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas empleadas fueron la p-ciclodextrina (del 98% de pureza, con una
fracciéon en masa de agua del 13,1 %) y su derivado 2- hidroxipropil-g-ciclodextrina (del
100% de pureza y una fraccion en masa de agua del 18,2 %). Estas ciclodextrinas tampoco
fueron sometidas a ningiin procedimiento de purificacién previo a su utilizacion. Tan solo se

guardaron en un desecador con gel de silice.

5.1.3. Electrolitos (Cloruro potasico)

El KClI (calidad pro analysz, con una pureza >99,5 %) utilizado en los estudios de los
sistemas ternarios y cuaternarios, fue también de la firma Sigma-Aldrich.

Dada la alta calidad del producto, éste no fue sometido a proceso alguno de
rectistalizacion antes de ser utilizado. Unicamente fue secado en estufa a la temperatura de

150 °C y posteriormente mantenido en un desecador con gel de silice.
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5.1.4. Agua

Como disolvente se usé agua. En las disoluciones empleadas para las medidas de
difusion, ésta fue destilada, presentando un valor de conductividad promedio de 5,5 x 107

-1 -1
ohm™ cm .

Las disoluciones utilizadas para las medidas de densidad y viscosidad, se prepararon con
agua desionizada obtenida mediante un sistema de purificacion de agua Milli-Q® Gradient
A10 de Millipore®. Dicho sistema emplea “cartuchos” de resinas de intercambio i6nico
Quantum® Ex. Ultrapure Organex (que, ademas, elimina materia organica) y un filtro de
membrana Mi]]jpack® Express 20, de 0,22 #m de tamafio de poro (para la eliminacién de la
mayoria de bacterias habitualmente presentes en el agua). El agua asi obtenida present6 un

valor de conductividad de 5,6 x 10® ohm™ cm'™.

En todos los casos, previamente a su utilizacién, se procedié a hervir el agua para
eliminarle la mayor parte de los gases disueltos, cuya insolubilizacién, con el aumento de la

temperatura durante las medidas, podria afectar la precision y repetividad.

5.2. Aparatos

5.2.1 Densimetro

La densidad de las disoluciones se determiné con el auxilio de un densimetro digital de la
firma Antén Paar, modelo DMA 5000 (Figura 5.1), que permite obtener valores de la
densidad de liquidos con una sensibilidad de 1 x 10° g cm™ y una reproducibilidad de + 5 x

10° g cm”, en el rango de 0-90 °C de temperatura y de 0-10 bares de presién.

La densidad se calcula a partir de la medida del perfodo de vibracién de un tubo sujeto
rigidamente (celda en U) que contiene la muestra, de acuerdo con la técnica desarrollada por
Stabinger y colaboradores [1]. Este tubo en U, uno de cuyos extremos esta abierto, se llena

con el liquido problema con la ayuda de una jeringa.

Segtn estos autores [1], esta técnica se basa en la aplicacion de las leyes del movimiento
armoénico simple, a partir del conocimiento de la frecuencia de resonancia de un oscilador
mecanico que contiene la muestra que se pretende estudiar (tubo en U), que es excitado

electromagnéticamente para que vibre a su frecuencia natural.
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Figura 5.1.- Densimetro Anton Paar, modelo DMA 5000,

utilizado para medir la densidad de los liquidos.

Las oscilaciones del tubo se mantienen estacionarias mediante la aplicaciéon de una fuerza
clectromagnética controlada, proveniente de un sistema patréon que transforma las
oscilaciones mecanicas en una sefial eléctrica. Como frecuencia patréon de referencia puede
emplearse la de un oscilador de cuarzo termocontrolado, o bien la de cualquier fluido situado
en una “segunda” celda de medida. Las sefiales de frecuencia se transforman en tiempo,
mediante un circuito comparador de fases que lleva incorporado el equipo. La frecuencia del
oscilador mecanico depende de la naturaleza del liquido situado en su interior, el cual puede
caracterizarse, directamente, a través del valor de su densidad. Ahora bien, dado que la
magnitud utilizada en esta técnica de medida es la frecuencia de vibracién, no resulta
necesario conocer ni el peso, ni el volumen de la muestra problema que se introduce en el
tubo en U. Por otra parte, tampoco afecta al resultado encontrado, la viscosidad o la tension
superficial de la muestra bajo estudio, si bien la temperatura si influye sobre el resultado

encontrado, hecho por el cual ésta debe controlarse con un alto grado de precision y

estabilidad [2].

Una vez introducida la muestra liquida en el tubo en U y alcanzado el equilibrio térmico,

se lee el periodo de vibracién, T,. La densidad, p, del liquido en estudio se puede asi

correlacionar con este periodo de vibracién mediante una relacion basada en un modelo de

oscilador arménico simple, segun
p=AT>+B (5.2.1)

en donde A y B son constantes cuyo valor depende de la masa y volumen de la muestra

utilizada, asi como del modulo de elasticidad del osciladot.
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Cuando se trabaja con disoluciones, es practica habitual recurrir a la medida de las

densidades correspondiente a la disoluciéon problema en cuestiéon, p, y al disolvente puro,
Lo, ambas medidas a la misma temperatura. Aplicando la ecuacién (5.2.1) a ambos valores

de densidad, se encuentra que la diferencia entre la densidad de la disolucién y la densidad de

su disolvente queda reducida a
p—py=AT>-T2) (52.2)

siendo A la denominada constante de calibracion del equipo, que depende de la temperatura,
y T'y T, los periodos de oscilacion mecanica del tubo lleno con la disolucién de estudio y con
el disolvente, respectivamente. Este valor de A4 se determina midiendo el periodo de
vibraciéon de dos fluidos patrén de densidad perfectamente conocida a la temperatura de
trabajo. Generalmente, este tipo de equipos emplea como fluidos patrén agua bidestilada y

aire.

Realizando la calibraciéon con dos sustancias patrén, cuyas densidades, p, y p,, son
perfectamente conocidas, la densidad de una muestra problema, p, ,se obtiene a partir de la

ecuacion (5.2.2) segin

P =AM =T)+ p, (5.2.3)
siendo
PP
A=——"2% (5.2.4)
le _T22

y T,y T, los petiodos de vibraciéon medidos para las dos sustancias patrén y T, el periodo de

oscilacion del tubo conteniendo la muestra problema.

La calibracién del equipo usado para las medidas de este trabajo de Tesis Doctoral se
realiz6 a 293,15 K utilizando aire y agua ultrapura como sustancias patréon (usando como
valores de referencia los que internamente vienen instalados en el equipo). lLa
termostatizacion de cada muestra se realiz6 mediante el termostato de estado sélido (sistema
Peltier) que viene integrado en el equipo y que mantiene constante la temperatura de las
muestras en el interior del tubo-U de medida, con una oscilaciéon de +0,005 °C, lo que

garantiza una incertidumbre de & 0,01 grados.

Adicionalmente, el densimetro se calibré diariamente, antes del inicio de cada sesién de
medidas, usando, consecutivamente, agua Milli-Q" y aire, siguiendo las instrucciones de uso

del equipo.
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5.2.2. Viscosimetro

En el presente trabajo, las medidas de viscosidad se realizaron con un viscosimetro del
tipo Ostwald, modelo Cannon-Fenkse A-1, serie 25, de Comecta S.A., que permite obtener

valores de viscosidad de liquidos con una incertidumbre de & 0,2%.

Figura 5.2.- Viscosimetro Cannon-Fenkse, usado para la medida de la

viscosidad de los liquidos.

A — depdsito conteniendo la muestra liquida problema (7 mL)

M y N — marcas de enrase
B — capilar de diametro variable

C y D — depésitos auxiliares

Con este viscosimetro (Figura 5.2) se mide el tiempo de flujo requerido para que un
volumen de muestra liquida de 7 mL, contenida en un depdsito superior (A) situado entre
dos enrases (M y N), se descargue a través de un capilar (B) conectado a dicho depdsito, bajo

la fuerza de su proprio peso.

La ecuacién de Hagen-Poiseuille [3-5] relaciona la viscosidad absoluta del liquido, 7, con
el tiempo de flujo, # para un volumen, I/, del liquido que fluye por un capilar de radio ry
longitud L, segiin

_mwAprit

5.2.5
8LV 622

donde Ap es la diferencia de presién a lo largo del capilar. Si el flujo del liquido se produce
bajo la accién de la gravedad, dicha diferencia de presion valdra Ap = pgh, siendo p la

densidad del liquido, /4 la altura hidrostatica media del capilar y gla aceleracion de la gravedad.

Sustituyendo este valor en la ecuacion (5.2.5), ésta toma la forma

_mpghrit

5.2.6
8LV 6-20)

valida para fluidos newtonianos, incompresibles, en régimen de flujo laminar.
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Puesto que diferentes viscosimetros capilares conducen a distintos valores de tiempos de
flujo, 7 para una misma muestra (ya que es muy dificil que ambos viscosimetros tengan
exactamente las mismas dimensiones), la determinacién de la viscosidad de un liquido
requiere del conocimiento de las dimensiones del viscosimetro utilizado. Para evitar la
necesidad de disponer de los valores geométricos de dicho viscosimetro, como paso previo
imprescindible en el calculo de la viscosidad del liquido bajo estudio, se recurri6 a realizar
medidas relativas de esta magnitud, lo que hace innecesario este conocimiento del tamafio del

tubo capilar y del volumen del depésito.

El procedimiento implica medir el tiempo que tarda en fluir una determinada sustancia
de referencia (7)), normalmente agua, asi como determinar el tiempo de flujo, 7 del liquido
cuya viscosidad se pretende obtener. Puesto que 1/, Ly 7 son los mismos en ambas medidas,
para un determinado viscosimetro, si la temperatura no vatfa, 7 es proporcional a la densidad,

P, de la correspondiente muestra y a los valores de #

Asi pues, aplicando la ecuaciéon (5.2.6) a ambos liquidos, el de referencia y aquel cuya

viscosidad se quiere determinar, se obtiene que

n_ Pt

(5.2.7)
Mo  Poly

=
ecuacion que permite determinar la viscosidad 7 del liquido problema a partir, solamente, del
conocimiento de su densidad y de los valores correspondientes al liquido patréon empleado
para su calibracién. En este trabajo de Tesis Doctoral, el viscosimetro se calibrd, previamente

a su utilizacién, con agua Milli-Q® [6-8].

5.2.3. Equipo para las medidas de difusion

Los coeficientes de difusién se determinaron por el método de dispersion de Taylor, en
dos laboratorios independientes, en el Departamento de Quimica de la Universidad de
Coimbra (Portugal) y en el Departamento de Quimica de la Universidad Federico II de
Napoles (Italia). La base de ese método de medida es la dispersion de pequefias cantidades de
un cierto soluto, inyectado en el seno de un disolvente, o en el de una disolucién de una
cierta composicion, que fluye en régimen laminar a través de un tubo muy largo y de muy
pequeno diametro. En estos estudios se utilizaron, como eluyentes, diferentes disoluciones

de flujo de concentraciones determinadas.
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En la Figura 5.3 se presenta un esquema del montaje experimental del equipo de medida
utilizado (Coimbra). Cada disolucién de flujo, recogida en un matraz situado al inicio de la
cadena, entra en el tubo de difusién a través de un filtro de paso que sirve de proteccioén para
evitar la entrada de impurezas al sistema. Su movimiento en el tubo de difusién, en régimen
de flujo continuo (no de flujo pulsado) se mantuvo mediante el empleo de una bomba

peristaltica (Gilson, modelo Miniplus 3), a una velocidad de flujo constante de 0,17 mL min™.

1- Disolucién de flujo 5- Refractometro
2- Bomba peristéltica 6- Desecho

3- Valvula de inyecciéon  7- Voltimetro

4- Tubo de dispersion 8- Ordenador

Figura 5.3.- Montaje experimental de la técnica de dispersién de Taylor en Coimbra

El establecimiento de una velocidad constante de 0,17 mlL. min™ para la realizacién de
todas las medidas se basé en los resultados obtenidos a partir de ensayos previos
desarrollados para optimizar las condiciones técnicas y de funcionamiento del equipo [10]. Es
decir, se han medido coeficientes de difusion de diferentes mezclas binarias (cuyos valores
son bien conocidos) en en rango 0,3 x 10° m* s" a 1,8 x 10° m* s y obtenidos resultados
con una incertidumbre del orden de £ 1 - 2%. Todas las mediciones se llevaron a cabo a la
temperatura de 298,15 K y presion atmosftérica estandar. Los resultados se contrastaron con

los correspondientes de la literatura y se elegi6 como velocidad de trabajo, aquella cuyas
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desviaciones fueran las menores posibles para todos los coeficientes de difusion medidos en

el rango estudiado.

Las disoluciones de muestra se inyectaran por medio de una jeringa acoplada a una
valvula de inyeccion, localizada en un punto determinado del tubo de difusién, antes de su
entrada al interior del termostato, en donde se mantiene enrollado circularmente y de manera
homogénea. La extension del tubo de dispersion utilizado se midié directamente en una sala
grande, usando dos teodolitos de alta calidad y espejos apropiados para enfocar con total
exactitud los extremos del tubo. Esta técnica dio una longitud del tubo de 3,2799 (£ 0,0001)
X 10* mm, concordante con medidas de control adicionales menos exactas (cinta métrica de
buena calidad). El radio interno del tubo, 0,5570 (£ 0,0003) mm, se calculé a partir del
volumen del tubo, obtenido mediante diferencia de pesada rigurosa (resolucion 0,1 mg) de
éste vacfo y lleno con agua destilada de densidad conocida. Las conexiones del tubo de
difusion al detector (refractometro) se realizaron a través de conectores de volumen muerto,

en acero inoxidable, de Cole-Parmer Instrument Co.

La dispersion de las muestras inyectadas se siguié6 por medio de un refractébmetro
diferencial (Waters, modelo 2410) colocado a la salida del tubo de dispersion. La diferencia
entre el valor del indice de refraccion de la disoluciéon de flujo y la disolucion de inyeccidn, se
convirtié en una sefial de voltaje eléctrico que fue leida con el voltimetro digital (Agilent
34401 A), provisto de una interface IEEE. Estas lecturas se realizaron a intervalos de 13
segundos. Los datos encontrados se procesaron mediante un ordenador provisto de un
programa de adquisiciéon de datos, desarrollado en BASIC (descrito en el anexo Y), que

registra valores de la sefial del voltimetro, frente al tiempo.

El equipo instalado en el Departamento de Quimica de la Universidad Federico I de
Napoles (Italia) estaba integrado por un tubo capilar de 20 m con un radio interno de 0,4020
(£ 0,0001) mm conectado a una bomba peristaltica (Watson Marlow 403U/VM2) regulada
para una velocidad de flujo de 0,17 mL min". El radio interior del tubo se determiné
mediante la calibracién del aparato con una disolucién 0,2 M de KCl a 298,15 K, dado que el
coeficiente de difusiéon de este sistema es bien conocido y corresponde a un minimo en la
variaciéon de D frente a la composicion. La dispersion de las muestras inyectadas se siguié por

medio de un refractémetro diferencial Knauer modelo K2301.
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5.2.4. Termostatos

Dado que los valores de las magnitudes medidas experimentalmente en este trabajo de
Tesis Doctoral vienen altamente influenciados por el de la temperatura y por las variaciones
que ésta experimente durante el desarrollo de una sesion de medidas, asi como para distintas
medidas realizadas en tiempos diferentes, fue necesario utilizar dispositivos termostaticos

para mantener la temperatura constante en el lapso de los diferentes estudios realizados.

Para los estudios de viscosidad, se empled un termostato de ventanas de vidrio, de 30
litros de capacidad, que lleva acoplado un cabezal termostatico Selecta (modelo Tectron Bio)
provisto de un sistema automatico de calefaccién a impulsos (con una capacidad de
calientamiento maxima de 960 vatios), controlado mediante un relé conectado a un
termometro de contacto de mercurio. Como liquido termostatico se utiliz6 agua destilada.
Para llevar de forma continua el control de la temperatura del bafio, se acoplo a este sistema
un termometro de mercurio y una sonda termométrica digital, Delta modelo HD-2107.1, con
resoluciéon de 0,01 °C en el rango de lecturas comprendido entre (-30 y + 120) °C. De esta
manera, las temperaturas en el bafio termostatico se mantuvieron, en todo momento, con

una oscilacion maxima de = 0,01 °C.

En los estudios de difusion realizados en Coimbra, se empleé un termostato de aire, de
fabricacion propia, para albergar el tubo calibrado de difusion. La temperatura en el interior
del termostato se mantiene mediante un sistema de calentamiento formado por 2 lamparas
de 100 vatios, una de las cuales se mantiene constantemente encendida mientras que la otra
esta comandada por un relé. El aire del interior del termostato se hace circular con la ayuda
de un ventilador. La temperatura se controlé con la ayuda de un termémetro digital (Summit

modelo SDT 20), apreciandose oscilaciones maximas de * 0,2 °C.

En los estudios de difusion realizados en la Universidad de Népoles, el tubo de difusién
se encontraba introducido en un bafio de agu,a termostatizado a la temperatura de la medida,
mientras que a su vez, todo equipo estaba incorporado dentro de un termostato de aire

regulado a 298,15 K (+ 0,01 K).

Todas las medidas de esta Tesis Doctoral se realizaron a las temperaturas constantes de

298,15y 310,15 K.

69



Capitulo 5

5.2.5. Balanzas

Para la pesada de los solutos se us6 una balanza analitica monoplato, Mettler H80, con
capacidad maxima de 160 g y resolucion de 0,0001 g, siguiendo las normas generales de
pesada por diferencia, hasta obtener valores de pesada constantes, dentro de la precision de
la balanza. Durante las fases de la pesada se comprobé que la posicion del cero en la escala

no se altero.

En la preparacion de las disoluciones utilizadas para las medidas de densidad vy
viscosidad, se emple6 el método de pesada directa de todos sus componentes. En ese caso,
tanto el soluto como el agua se pesaron con una balanza Mettler AE 240, con una resolucion
de 0,0001 g, hasta obtener valores de pesada constantes, dentro de la resolucién de la

balanza, con mantenimiento de la posicién del cero de la escala.
Todas las pesadas se corrigieron a vacio de acuerdo a la expresion
m=s(1+k10?®) (5.8)

donde 7 es el peso corregido a vacio; s, el peso aparente que sefala la balanza y £ es una
constante que esta relacionada con la naturaleza del material de las pesas de la balanza (a
través de su densidad, g,,,,) y con las densidades del cuerpo que se pesa (g,,,,) y del aire (g,;,),

en las condiciones ambientales en que dicha pesada se efectua, segun

k=1000 Paire (1/,0cuerp0 - ]//)pesas) (5-9)

Esta constante, £, se encuentra tabulada [9] en funciéon de las densidades tanto de la

sustancia cuyo peso se desea corregir, como del material de las pesas de la balanza.

5.2.6. Laboratorio

Con el fin de conseguir un mejor control de la temperatura en los estudios realizados, se
recurtié a controlar las condiciones ambientales de los laboratorios en los que se llevaron a
cabo estas medidas, manteniendo la temperatura en 25 *+ 1 °C, con una humedad relativa del

40-60 %o.
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5.3. Técnicas operatorias

5.3.1 Preparacion de las disoluciones

Para obtener medidas de densidad y de viscosidad con un minimo de incertidumbre, y asi
poder derivar a partir de ellas otras magnitudes termodinamicas de interés, se consideré muy
necesario conocer el valor de la concentraciéon de estas disoluciones con un alto nivel de
fidelidad. Frente a las limitaciones que, en ese sentido, presentan las técnicas volumétricas, la
técnica de pesada directa de ambos, disolvente y soluto(s), conduce a un conocimiento mas
riguroso del pretendido valor de concentracion. Por tal motivo, esta fue la técnica empleada
para preparar los 100 cm’ de cada una de las disoluciones de trabajo utilizadas para estos

estudios.

Dado que las medidas de los coeficientes de difusiéon, mediante la técnica Taylor, no son
muy sensibles al valor de la concentraciéon de la disolucién, las disoluciones para estas
medidas de difusiéon se prepararon por volumen, utilizando matraces aforados previamente
calibrados con agua destilada. Para ello, se peso la cantidad adecuada de soluto que, una vez
disuelta en una pequefia porcién de agua, se arrastré al interior del matraz aforado, enrasando
con agua destilada. Para la determinacién de estos coeficientes de difusion se prepararon 500
cm’ de disolucién de flujo y 25 cm’ de las disoluciones de inyeccién de las concentraciones
adecuadas. Todas las disoluciones se prepararon inmediatamente antes de ser utilizadas para

su estudio.

Para el calculo de la concentracion de los solutos en cada una de las disoluciones
estudiadas, se tuvo siempre en cuenta cual era el contenido de agua que acompafiaba a los

solutos.

Antes de iniciar las medidas, las disoluciones se desairearon con la ayuda de un bafio de
ultrasonidos, por un tiempo de 30 minutos aproximadamente, a fin de eliminar (o, en todo
caso, minimizar) durante las medidas de estas magnitudes, la posible aparicién de burbujas de
aire insolubilizado con las variaciones de temperatura, tanto en el tubo de difusion como en
la celda del refractémetro y del densimetro, hecho éste que alterarfa los resultados obtenidos

de una manera significativa.

71



Capitulo 5

5.3.2. Determinacion de las densidades

Para la determinacién experimental de la densidad, se procedié a tomar una pequena
porcién de la disolucién a estudiar y, con ayuda de una jeringa, se introdujo
aproximadamente 1 mL de ésta en el tubo en U del densimetro. Esta operacion se realizé
con sumo cuidado, para evitar la presencia de pequenas burbujas de aire en el interior del
tubo de medida, que distorsionarian completamente la medida (el densimetro viene equipado
con un sistema de videocimara que permite controlar la ausencia de burbujas de gas en el
tubo en U). Con el fin de garantizar la pureza de la muestra en el interior del tubo de medida,
se inyect6 disolucion problema en cuantia suficiente como para que la primera porcion de

disolucion introducida quedase eliminada de la zona de medida.

Pasado el tiempo suficiente para que la disoluciéon problema alcanzase la temperatura de
experimentacion, se procedid a efectuar y registrar una primera medida de la densidad.
Posteriormente, después de transcurridos un par de minutos y usando la misma muestra de
disolucién, se volvié a medir la densidad. Este proceso se repitié varias veces mas hasta
obtener un minimo de 4 lecturas de densidad, correspondientes a la misma muestra, que
diferfan entre si en = 0,000 001 unidades. El valor promedio de este grupo de 4 lecturas fue

el que se tomo6 como valor de densidad de esta muestra de la disolucién bajo estudio.

A continuacién se procedi6 a evacuar la muestra medida, a lavar el tubo de muestreo con
abundante agua destilada, extrayendo constantemente ésta con la ayuda de la bomba de
succion del densimetro. Seguidamente se lavé con etanol absoluto y se secd, completamente,

mediante el paso de aire, por accién de la bomba de succion.

Posteriormente se repitié el proceso de inyeccién de una nueva muestra, de la misma
disoluciéon anterior bajo estudio, repitiendo la serie de manipulaciones y medidas
anteriormente indicadas, hasta obtener un segundo valor de densidad de dicha muestra. Este
proceso se repitié varias veces mas hasta disponer de, al menos, 6 series de medidas sobre
otras tantas muestras de esa disolucién, cuyos valores de densidad difiriesen en = 0,000 005
unidades. El valor de densidad correspondiente a la disolucion estudiada, se determiné como
el valor promedio ponderado de esas 6 series de medidas. Los valores asi obtenidos fueron

reproducibles con una incertidumbre del 0,01 %.
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5.3.3. Determinacion de la viscosidad

Para la medida experimental de la viscosidad se dispuso el montaje cuyo esquema se ha

representado en la Figura 5.4.

1- Bafio de agua 3- TermOmetro de mercurio 5- Cabezal de calentamiento

2- Viscosimetro Ostwald 4- Sonda termométrica digital / enfriamiento

Figura 5.4.- Montaje experimental para la medida de viscosidades

El viscosimetro, lavado y seco, se enjuagé con una pequefia cantidad de disolucién a
estudiar. Posteriormente, se le introdujeron 7 mL de la disolucién bajo estudio, colocandolo
en posicion vertical en el interior del bafio termostatico, donde se mantuvo durante 2 horas,

tiempo suficiente para alcanzar la temperatura de estudio y lograr el equilibrio térmico.

Transcurrido ese tiempo, la disolucién a estudiar se elevo hasta el depédsito superior vy,
posteriormente, se dejo fluir bajo la acciéon de la gravedad. El tiempo que tardé en fluir el
volumen calibrado de la muestra (tiempo de flujo) se midié con una resolucién de * 0,01
segundos, con la ayuda de un cronémetro digital (Kenko modelo KK-1025). Este proceso de
medida se repiti6 varias veces con la misma muestra de disolucién, hasta obtener, al menos, 4
valores de tiempos de flujo con diferencias entre si de £ 0,05 segundos. I.a media aritmética
de esas 4 medidas se tom6 como valor del tiempo de flujo para el calculo de la viscosidad de

la disolucién bajo estudio.

Concluido el estudio, se eliminé la muestra liquida medida, se lavé el viscosimetro con
abundante agua y se enjuagd con agua destilada y finalmente con la siguiente disolucion a

estudiar.
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5.3.4. Determinacion de los coeficientes de difusion

Los ensayos experimentales dirigidos a la obtenciéon de los coeficientes de difusion
mutua, se iniciaron, una vez estabilizada la temperatura en el interior del termostato de aire,
haciendo circular la disolucion de flujo a través del tubo de flujo y registrando la linea base

correspondiente en el refractometro.

Una vez estabilizada esta linea base, se inici6 la ejecucion del programa de adquisicion
automatica de datos y se inyectd, con la ayuda de una valvula de inyeccién de 6 vias
(Rheodyne, modelo 5020), un volumen de 0,063 mL de disolucién de muestra (disolucién de
inyeccion de concentracion de soluto(s) ¢+2e 6 ¢-Ae) en el flujo laminar de la disolucién de
flujo (disolucion eluyente) de concentracioén de soluto(s) ¢. La velocidad de flujo se mantuvo

constantemente igual a 0,17 mL min™, con tiempos de retencion de 1,1 X 10%s.

Tras esta primera inyeccion de la muestra, se llevaron a cabo otras inyecciones
posteriores, en el interior de la misma disolucién eluyente, a fin de obtener un numero
suficiente de picos de concentracion, respecto de la linea base, que facilitaron otros tantos
valores de tiempo de elucién y, consecuentemente, de coeficientes de difusién, que
permitieron estimar un valor promedio para dicho coeficiente de difusion de la disolucion de
muestra estudiada, con una incertidumbre del 0,1 %. Estas inyecciones sucesivas se
realizaron a intervalos de tiempo suficientemente largos (1 hora, aproximadamente) como

para evitar que se produjesen superposiciones entre los diferentes picos resultantes.

Finalizado el estudio, se sustituy6 la disolucién eluyente por agua destilada, con la que se

lavé adecuadamente el sistema hasta la total eliminacion de la disolucién estudiada.

5.3.4.1. Determinacion de los coeficientes de difusion binarios

En un ensayo para la obtencion de coeficientes de difusion mutua en sistemas binarios
(soluto y disolvente), tanto la muestra inyectada como la disoluciéon eluyente contenian
ambos componentes, aunque a concentraciones diferentes, siendo éstas ¢ = Ac y o
respectivamente. Los coeficientes de difusién D se obtuvieron a partir del ajuste, a una curva
de gauss, de los valores experimentales de los diferentes picos de concentracién definidos
respecto de la linea base, correspondientes a cada una de las diferentes muestras inyectadas,
usando para ello el programa de tratamiento de datos, en lenguaje BASIC, descrito en el

anexo .
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5.3.4.2. Determinacion de los coeficientes de difusion ternarios

En los estudios para la obtencién de los coeficientes de difusién mutua en sistemas
ternarios (soluto 1, soluto 2 y disolvente), ambas disoluciones, la de inyeccién y la de flujo,
contenfan también los tres componentes. Sin embargo, mientras que en la disolucién de flujo
las concentraciones de ambos solutos se mantuvieron siempre constantes, en las disoluciones
que se inyectaron se hizo variar la concentraciéon de uno de los solutos, bien la del soluto 1 o
bien la del soluto 2, manteniendo la del otro soluto en el valor correspondiente a la
disolucion de flujo. Las muestras se inyectaron alternativamente, siempre formando grupos
de numero par. Es decir, primero se inyect6 una disolucién de concentraciones ¢, & e, y ¢, v,
transcurrido el tiempo oportuno, se inyecté una siguiente disoluciéon de concentraciones ¢; y
¢, £ Ae,. Este ciclo de inyecciones se repitié varias veces durante el estudio de cada disolucién

de flyjo.

Mediante este procedimiento, se obtuvieron varios grupos de 2 picos de concentracion,
respecto de la linea base de la disolucion eluyente, que se analizaron usando el programa de
tratamiento de datos, en BASIC, descrito en el Anexo I. Este analisis permitié obtener los
valores de los coeficientes de difusién principales, D,, y secundarios, D, a pattir del ajuste de

los picos a curvas gausianas.

5.3.4.3. Determinacion de los coeficientes de difusién cuaternarios

En los estudios para la obtenciéon de los coeficientes de difusién mutua en sistemas
cuaternarios (soluto 1, soluto 2, soluto 3 y disolvente), las disoluciones de inyeccion difirieron
de la correspondiente disolucién de flujo tan solo en la concentracién de uno de los solutos
(bien la concentracion del soluto 1, bien la del soluto 2, o bien la del soluto 3), manteniendo
las concentraciones de los otros 2 solutos en los valores correspondientes a la disoluciéon de
flujo. Las muestras se inyectaron, de manera alternativa, pero siempre en grupos multiplos de
tres. Es decir, se inyecté una primera disolucién de concentraciones ¢,*Ad¢, , ¢, y ¢5 a
continuacién, después de transcurrido el tiempo suficiente, una segunda disolucién de
concentraciones ¢,, ¢,£¢, y ¢; y, finalmente, tras un nuevo lapso, una tercera disolucién de
concentraciones ¢, ¢, y ¢; ¢, Esta secuencia de inyecciones de muestras se repitié varias

veces en el estudio de cada disolucién de flujo.

Mediante el programa de tratamiento de datos, en BASIC, descrito en el Anexo I,

aplicado a los diferentes grupos de 3 picos obtenidos, se determinaron los valores de los
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coeficientes de difusién principales, D,

y secundarios, Dy, siguiendo el procedimiento de

ajuste anteriormente sefialado.

76



Aspectos experimentales

Referencias bibliograficas

[10]

Kratky O., Leopold H., Stabinger H.; in “Methods in Enzimology, Vol XXV'1I, Engyme
Structure Part D, Hirs C. H. W., Timasheff S. N. (eds.), Academic Press, New York
(1973) cap. 5.

Esparza Barroso M., “Estudio de propiedades de transporte de bromuro de litio en mesclas agna-
etanol a 25 ‘C”, Tesis Doctoral, Universidad de La Laguna (1986).

Hagen G., ”Movement of water in a narrow cylindrical tube”, Ann. Phys. Chem., 46 (1839)
423-442.

Poiseuille J. L. M., «Recherches expérimentales sur le mouvement des liguides dans les tubes de
tres petits diameétres, 1. Influence de la pression sur la quantité de liguide qui traverse les tubes de

tres petits diametresy, C. R. Acad. Sci., 11 (1840) 961-967.

Poiseuille, J. L. M., «Recherches expérimentales sur le mouvement des liguides dans les tubes de
tres petits diametres; 11. Influence de la longuenr sur la quantité de liguide qui traverse les tubes de

tres petits diametres; 111 Influence du diameétre sur la quantité de lignide qui traverse les tubes de

tres petits diameétres», C. R. Acad. Sci., 11 (1840) 1041-1048.

Swindells J. F., Coe J. R., Godfrey T. B.,”.Absolute viscosity of water at 20°”, J. Res. Nat.
Bur. Stand., 48(1952) 1-31.

Coe J. R., Godfrey T. B., “Viscosity of Water”, J. Appl. Phys., 15 (1944) 625- 626.

Weber. W., “Die temperatur abhéngigheit der Viskositit der Wassers zwischen 0 and 40 C, Z.
Angew. Phys., 7 (1955) 96 in “CRC Handbook of Chemistry and Physics”, 69" Edition,
CRC Press (1988-1989).

Handbook of Chemistry and Physics, 88th ed., Lide D. R. (ed.), CRC Press, Boca Raton,
USA, (2007-2008) 8-133.

Santos C. I. A. V., “Estudo da Difusio de o e B-Ciclodextrina em Solucao Aguosa”, Tesis de

Licenciatura, Universidad de Coimbra (2005).

77



Capitulo 5

78
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Caracterizacion de propiedades
fisicoquimicas de farmacos
en disolucion acuosa

La eficacia de un farmaco esta condicionada, de una manera muy importante, por el valor
de su solubilidad en agua, puesto que el agua es el disolvente por excelencia en los
organismos de los seres vivos (el cuerpo humano esta constituido por un 60-75% de agua,
aproximadamente) [1]. Asi, la absorciéon de un cierto farmaco desde el tracto gastrointestinal
hasta el sistema circulatorio, por difusion pasiva, depende fundamentalmente de cudl es su
solubilidad en agua. Por otra parte, el transito de un fairmaco a través de una determinada
membrana y, en consecuencia, la disponibilidad de ese farmaco en el entorno celular
correspondiente, también depende del correcto equilibrio de solubilidad, entre agua y lipidos,
que éste presente. En resumen, para que un farmaco resulte eficaz, éste debe ser
administrado en una forma farmacéutica que sea soluble en agua [2, 3]. Ademas de todo lo
mencionado anteriormente, y dado que el agua es, por otra parte, el disolvente mas
comunmente utilizado para llevar a cabo cualquier proceso de naturaleza fisica o quimica de
utilidad, es obvio el interés que tiene el conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de las

disoluciones acuosas de estos compuestos.

No obstante, cuando el farmaco en cuestion resulta ser poco soluble en agua, en su
forma farmacéutica, se suele recurrir a suministrar dicho fairmaco acompafiado de excipientes
funcionales (como es el caso de las ciclodextrinas) que posean capacidad para interactuar con
las moléculas del firmaco, mediante mecanismos basados en el establecimiento de uniones
no covalentes y en la formacion de estructuras complejas (que pueden, o no, ser de inclusion),
para de ese modo contribuir al pretendido aumento de su solubilidad aparente en agua [p. ¢j.

4.9].
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Sobre la base de lo sefialado en los parrafos precedentes, este trabajo de Tesis Doctoral
se focaliz6 hacia el estudio de ciertas propiedades fisicoquimicas de disoluciones acuosas de
sustancias estimulantes del sistema nervioso central (algunas metilxantinas), asi como de
varias ciclodextrinas en disoluciéon acuosa. Los mencionados estudios se llevaron a cabo con

las sustancias puras y, también, con mezclas de estos compuestos.

Para cada uno de los sistemas investigados se obtuvo y analiz6 su densidad, su viscosidad
y su coeficiente de difusion, en disoluciones acuosas de diferentes concentraciones y a las
temperaturas de 298,15 K y 310,15 K. En la bibliografia especializada se encuentran
recogidos algunos valores de estas propiedades para estos sistemas aunque, en su mayotia,

unicamente a 298,15 K [10-17].

A partir de los datos experimentales de la densidad de las disoluciones acuosas, se
obtuvieron los valores correspondientes a los volumenes molares aparentes del soluto (o
solutos) y, a partir de su analisis, se determinaron los correspondientes a su volumen molar
parcial a concentracion infinitesimal (situacion de dilucién infinita). A partir de estas
informaciones se busco caracterizar las interacciones moleculares que tienen lugar en estos
sistemas disueltos, al tiempo que estimar caracteristicas estructurales de las disoluciones bajo

estudio.

A través de los valores experimentales de la viscosidad y, mas concretamente, del de su
parametro B de viscosidad de Jones-Dole (en el caso de los electrélitos), o de su equivalente
(en el caso de los no-electrolitos), se caracterizo la capacidad estructurante (structure making) o

rompedora (structure breaking) de la estructura del agua, que se considera poseen estos solutos.

Finalmente, de los datos encontrados para los coeficientes de difusién mutua, se
estimaron los valores del radio y del volumen hidrodinamico de las moléculas de los solutos

bajo estudio.

Las metilxantinas estudiadas en este trabajo de Tesis Doctoral, cafeina y teofilina, son
importantes solutos bioquimicos que exhiben interesantes propiedades fisico-quimicas,
aunque realmente son poco conocidas. La interaccién de estos solutos con el agua y su
efecto sobre la estructura de la disolucion acuosa, es de particular interés ya que ambas
xantinas poseen propiedades farmacodinamicas similares, sobre todo como diuréticos [18].
Sus férmulas estructurales (Capitulo 1, Fig. 3, pagina 8) incluyen un anillo de purina, que se
encuentra en los nucleétidos del ADN, adenina y guanina. La colocacién de los grupos N-

metilo determina el perfil farmacolégico especifico de cada compuesto.
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6.1. Sistema cafeina + agua

6.1.1. Medidas de densidad

En la tabla 6.1 se presentan los valores experimentales de la densidad, p (en gcm?),

obtenidos para las disoluciones acuosas de cafeina de las distintas concentraciones ensayadas
(cuyos valores aparecen relacionados en la primera columna), a las temperaturas de 298,15 K
y 310,15 K. Asimismo, se indican los valores de desviacion estandar encontrada, o, estimados
considerando todas las medidas realizadas. A ambas temperaturas, los valores encontrados en
este trabajo de Tesis Doctoral estan en muy buena concordancia con los determinados por
otros autores, en analogas condiciones, y que se encuentran recogidos en la bibliografia [14,

15], lo que es un indicativo de que los datos aqui presentados poseen un aceptable nivel de

confianza.
Tabla 6.1. Densidades, p, y volimenes molares aparentes, @, , para
disoluciones acuosas de cafeina a 298,15 Ky 310,15 K
103 m p 1066 A p 1066 @
/(mol'kg!) /(grem?d) @ /(cm3molt)  /(grem™) @ /(cm*mol )
T=298,15 K T=310,15 K
0,505724 0997073 15 144,04 0,993355 1,0 149,01
1,01145 0,997099 1,2 144,28 0,993379 5,6 148,70
4,04580 0,997259 2.2 142,17 0,993528 1,0 146,52
8,09159 0,997468 3,8 142,49 0,993728 2,5 146,01
10,3145 0,997593 6,7 141,52 0,993835 7,5 146,05
12,6431 0,997722 22 141,08 0,993938 15 146,88
25,2862 0,998366 0,5 142,16 0,994574 4,1 145,58
50,5725 0,999665 0,1 142,15 0,995817 1,8 145,36

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas

La representacion grafica de los valores de la densidad frente a la concentraciéon se
muestra en la Figura 6.1. Como cabia esperar, en ambas temperaturas estudiadas, los valores

de la densidad aumentan mondtonamente con la concentracidon de cafeina en la disolucion.
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Ademas, como puede observarse, este incremento de la densidad con la concentracion
transcurre practicamente paralelo en ambas temperaturas, lo que lleva a concluir que en el
intervalo aqui estudiado, el cambio de esta variable se debe, casi exclusivamente, al efecto
térmico introducido, sin que pueda considerarse la existencia de ningun efecto estructural
adicional en las disoluciones de cafeina estudiadas; esto es, la presencia creciente del soluto
en la disoluciéon no produce ningin efecto adicional en la estructura de aquella, mas alla del

que provoca la agitacién térmica molecular como consecuencia del cambio de la temperatura.

m 298,15K
1000 o 310,15K
0,998 —
S
o
2 0,99 |
Q
0,994 4
T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06

m /(mol kg™

Figura 6.1. Variacion de la densidad de disoluciones acuosas de cafeina

con la concentracion a 298,15y 310,15 K

Del ajuste de estos datos experimentales, mediante un método de minimos cuadrados, se

han obtenido las ecuaciones lineales siguientes (r* = 0,999)

P = 0,997043 (+ 0,000003) + 0,0519 7 (para 298,15 K)
P = 0,993332 (+ 0,000002) + 0,0492 7 (para 310,15 K)

donde 7 representa la molalidad de la disolucion.

6.1.2. Volimenes molares aparentes

A partir de los valores de densidad medidos para cada una de las disoluciones estudiadas,

. 3 -1
se calcularon los de sus volimenes molares aparentes, @, (en cm’ mol).

En la Tabla 6.1 se presentan los valotes del volumen molar aparente, @, , calculados para

las disoluciones acuosas de cafeina estudiadas, a 298,15 K y 310,15 K. Estos valores de @, se
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ajustaron, frente a la raiz cuadrada de la concentracién molar, a la ecuacién de Masson [19]

(ecuacion 2.1.10, capitulo 2) obtenida sobre la base de las teorfas de las disoluciones de
1 ., 0 ., . .

electrolitos. En esta ecuacion, ¢, es el volumen molar aparente a concentracion infinitesimal

(cuyo valor, en estas condiciones limite, es coincidente con el de su volumen molar parcial,

\F) y 5.7 es la pendiente correspondiente, cuyo valor depende de la naturaleza del

electrolito y de la temperatura de medida.

m 208,15K
o 310,15K

150

147 4

o /(cm® mol™)
R
1

v

141

T
0,00 0,08 0,16 0,24

-1/2 -3/2
)

N ¢/(mol™* dm

Figura 6.2. Volumen molar aparente de disoluciones acuosas

de cafeina a 298,15 Ky 310,15 K

En la Figura 6.2 se encuentra representada graficamente esta vatiacion de @, con la raiz

cuadrada de la concentracién molar, ¢, prevista por la ecuaciéon (2.1.10), variaciones que

responden, numéricamente, a las expresiones matematicas (r* = 0,999)
@, =143,5(£0,6)-9,9 Je (para 298,15 K)

¢, =148,5(x0,6)-17,14c (para 310,15 K)

Como puede apreciarse, se observa una tendencia hacia la disminucién de los valores de
@, con el aumento de la concentracion del soluto, lo que parece indicativo de la existencia de

interacciones entre las moléculas de cafeina, que podrian dar lugar a la estabilizaciéon de
estructuras de asociaciéon cafeina-cafeina, tal como afirman diversos autores [14, 20], al
tiempo que sugiere la existencia de una fuerte interaccién entre las moléculas de cafeina y de
agua, que conferirfan a este soluto un cierto caracter formador (structure making) de la
estructura del agua, en las condiciones de trabajo ensayadas. Es decir, segun Falk. ez a/. [21]

los enlaces por puente de hidrégeno entre los grupos C=O de la cafeina y el agua
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disminuirfan a medida que va ocurriendo asociaciéon entre moléculas de soluto, liberando
moléculas de agua hacia el medio y, consecuentemente, la cafeina actuarfa como un
promotor de estructura. En realidad y de acuerdo con Franks [22-23], esta menor aportacion
del soluto, por mol, al volumen total de la disolucién, podria deberse al hecho de que las
primeras adiciones de soluto al agua y la posterior formacién de la correspondiente esfera de
hidratacién en torno a éste, provocarfa la consiguiente apariciéon de fuertes enlaces de
hidrégeno soluto-agua que conllevarian a una contracciéon del volumen de la disolucion. Por
otra parte y de manera simultanea, estas entidades soluto-moléculas de agua, podrian
introducirse en los “huecos” de la estructura abierta, tipo hielo, del disolvente agua, por el
denominado efecto de hidratacién hidrofébica [24-25], ya que la ocupacion de estos huecos
darfa como resultado una disminucién de la energfa libre total de la disolucién. El aumento
progresivo de moléculas de soluto en la disolucion, conllevaria a una cierta suavizacién de
este efecto, como consecuencia de la disminucion de intersticios libres en la estructura del

agua [26-27].
A partir del ajuste de los valores de @, a la ecuacién (2.1.10) se extrapolaron los

. . .-, ., . . . 0 ,
correspondientes a la situacién de concentracion infinitesimal, ¢, , los cuales estan en buena

concordancia, a ambas temperaturas estudiadas, con los obtenidos anteriormente por otros
autores [14, 15]. Estos valores limite informan de las interacciones soluto-agua en la

disolucién, dado que en esta situacion extrema no tienen lugar interacciones soluto-soluto. El
0 . . . .
aumento de @, a consecuencia del incremento de la temperatura, viene a abundar en la idea,

ya comentada a lo largo de este trabajo de Tesis Doctoral, del caracter promotor de la

estructura (structure making) del agua que posee la cafeina.

6.1.3. Viscosidades

En la tabla 6.2 se presentan los valores experimentales de la viscosidad (junto con los de
su desviacion estandar) correspondientes a las disoluciones acuosas de cafeina estudiadas, a
las temperaturas de 298,15 y 310,15 K. Como cabia esperar, estos valores de la viscosidad
aumentan al hacerlo el de la concentraciéon de cafeina en la disolucién, si bien puede
apreciarse que dicho incremento es pequeno, en especial a la menor de las temperaturas
estudiadas (298,15 K). El aumento de temperatura, por el contrario, produce el esperado
descenso en el valor de la viscosidad de la disolucién; descenso que es menos acentuado a

medida que aumenta la presencia de cafeina en la disolucion.
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Tabla 6.2. Viscosidad, 7, de las disoluciones acuosas de cafeina a 298,15y 310,15 K.

103 m i 1030 i 1030
/(mol-kg) /cP @ /cP @
T=298,15 K T=310,15 K

0,505724 0,8905 0,7 0,6918 0,9
1,01145 0,8908 0,7 0,6923 0,8
4,04580 0,8914 0,3 0,6942 0,5
8,09159 0,8923 0,5 0,6967 0,2
10,3145 0,8930 0,2 0,6988 0,3
12,6431 0,8935 0,7 0,7004 0,3
25,2862 0,8969 0,5 0,7094 0,2
50,5725 0,9042 0,3 0,7273 0,3

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas

Dado que la cafeina es una base débil en disolucién acuosa, que posee un momento
dipolar de 3,64 debye, el analisis de la influencia de la concentracion sobre el de la viscosidad
de sus disoluciones acuosas, se ha llevé a cabo usando la conocida ecuaciéon empirica de
Jones-Dole [28] (ecuacién 3.1.1, capitulo 3) valida para las disoluciones de electrdlitos. En
esta ecuacion, el coeficiente A4 se relaciona con las interacciones soluto-soluto y puede ser
utilizado como indicativo de que esté ocurriendo algin tipo de asociacioén en la disolucion. El
coeficiente B de la ecuacién (3.1.1) se asocia a las interacciones soluto-disolvente en la
disolucion y se utiliza como indicativo del caracter promotor (structure-making) o destructor
(structure-breaking) del electrolito en la disolucion. El coeficiente D depende tanto de las
interacciones soluto-soluto como de las soluto-disolvente, siendo importante cuando la
concentracion de electrélito es elevada. Para el analisis realizado en este trabajo de Tesis
Doctoral, y teniendo en cuenta el rango de concentraciones estudiado, este coeficiente D no

se tuvo en cuenta.

Los valores obtenidos para por los coeficientes A4 y B de la ecuacién de Jones-Dole, que
dependen tanto de la naturaleza del soluto como del disolvente, se han calculado a partir del
ajuste, por aplicaciéon de un método de minimos cuadrados, de los valores experimentales de
viscosidad. Estos valores se presentan en la Tabla 6.3, junto con los obtenidos para el

. ., 2 . .
coeficiente de correlacién, 77, correspondiente al ajuste.

85



Capitulo 6

Tabla 6.3. Valores de los coeficientes .4 y B para las disoluciones acuosas

de cafeina a diferentes temperaturas

Temperatura A B °
/ (K) / (dm¥2-mol-1/2) / (dm3-mol1)
298,15 - 0,004 (£ 0,002) 0,310 (£ 0,01) 0,999
310,15 - 0,003 (£ 0,007) 1,036 (£ 0,03) 0,999

Asimismo, en la Figura 6.3 se presenta la variacién de la viscosidad relativa frente a la raiz

cuadrada de la concentracion de las diferentes disoluciones estudiadas.

m 298,15K
o 310,15 K
1,04 4
‘=
=
1,02 4
1,00 4
T T T
0,00 0,08 0,16 0,24

1¢ /(mol"? dm™?)

Figura 6.3. Variacién de la viscosidad relativa de las disoluciones

de cafeina, con la concentracion

El valor obtenido para el coeficiente .4 es muy bajo y negativo en ambas temperaturas
estudiadas, de lo que se puede inferir la presencia de débiles interacciones soluto-soluto, en
especial a la temperatura de 295,15 K, hecho éste que esta en concordancia con la conocida
tendencia que presenta la cafeina, en disolucién acuosa, para auto-asociarse mediante un

efecto de "vertical-stacking" (14, 21, 29].

Por otra parte, el valor positivo encontrado para el coeficiente de viscosidad B, para la
cafeina en ambas las temperaturas, junto con el valor positivo de su variacién con la
temperatura, dB/dT (= 0,006), sugiere, tal como ha sido propuesto por diversos autores [30-
31], que la cafeina posee una cierta capacidad anémala promotora de estructura, caracterizada

por la existencia de fuertes interacciones soluto-disolvente. Tal afirmacién es concordante
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con el comportamiento descendente del valor de @, con el aumento de la concentracion de

cafeina en la disolucién, ya comentado con anterioridad al analizar esta magnitud

termodinamica.

El valor de B puede correlacionarse con el volumen molar parcial a dilucién infinita (es
decir, el volumen molar aparente a concentracion infinitesimal) del soluto y proporcionar

informacién relativa a que éste esté o no solvatado. Normalmente valores elevados de

B/ \/_20 (superiores a 2,5) son indicativos de la formacién de una primera capa de hidratacion
alrededor de un soluto. Valores de B/\/_20 entre 0 y 2,5 corresponden habitualmente a

especies no solvatadas [32, 33]. Para la cafeina, los valores del cociente B/ \/_20 son de 2,2y

7,12 298,15 Ky 310,15 K, respectivamente. O sea, existe una capa ordenada de moléculas de
disolvente alrededor de la cafeina, consistente con las observaciones anteriores de que éste es

un soluto con caracter promotor de estructura.
6.1.4. Coeficientes de difusion

En la tabla 6.4 se presentan los valores medios del coeficiente de difusiéon mutua, D, para
la cafeina en disolucién acuosa. Los datos que aparecen listados para la temperatura de
298,15 K han sido tomados de la bibliografia [13], mientras que los correspondientes a
310,15 K se midieron experimentalmente usando el método de dispersiéon de Taylor. Para
cada disoluciéon de flujo, ¢ se obtuvieron al menos 4 perfiles experimentales diferentes,
generados por la inyeccion de muestras de concentracion mayor o menor que la
correspondiente a la disolucion de flujo. Por ello, junto con los valores de D se presentan los
de la desviacién estandar, Sp, del valor promedio calculado. Los valores asi encontrados

presentaron una muy buena reproducibilidad, del orden del 99%.

Como puede comprobarse al analizar los valores obtenidos para el coeficiente de
difusién de la cafeina en disolucién acuosa, se confirma la esperada tendencia hacia la
disminucién en el valor de este parametro de transporte, para las dos temperaturas estudiadas,
a medida que aumenta la concentraciéon de la disolucién, siendo dicho descenso mas

acentuado cuando la temperatura es mayor.
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Tabla 6.4. Coeficientes de difusién mutua de disoluciones acuosas de cafeina,

medidos con la técnica de Taylor, a 298,15 y 310,15 K.

) » D D *tS5p
/(mol-dm-3) /(mol-dm-) /(109 m?-s-1) a[13] /(10 m?-s-T) be
(298,15 K) (310,15 K)
0,001 0,001 0,760 1,053 + 0,012
0,002 0,002 0,751 1,031 + 0,009
0,004 0,004 0,742 0,995 + 0,008
0,005 0,004 0,738 0,980 + 0,009¢
0,008 0,004 0,719¢ 0,952 + 0,005
0,010 0,004 0,703 0,944 + 0,0034

ab Cada valor tabulado de D corresponde a una media de, al menos, 4 réplicas; © .5, representa la desviacion
estindar de la media; 9 referencia [16]; ¢ Valor estimado para la difusion de la cafeina acuosa haciendo uso de la
ecuacion lineal D/(10° m2-s1) = D’ + 4, ¢+ a, 7 + a; ¢ (desviacion estandar <1%); DO es el coeficiente de

difusion a concentracién infinitesimal [13].

6.1.4.1. Influencia de la concentracion sobre el coeficiente de difusion

Los coeficientes de difusién mutua se han analizado en funciéon de los cambios en la
concentracion de la disolucion. A partir de este analisis se encontrd, por aplicaciéon de un
método de ajuste por minimos cuadrados, que la variacién de los datos de difusion obtenidos
experimentalmente, en funcién de la concentraciéon de cafeina, puede representarse a través
de un polinomio del tipo D= D"+ a,¢ + a,& + a;¢, siendo D’ el valor que corresponderfa a
la situacién de concentracién infinitesimal. En la Figura 6.4 esta representada esta

dependencia.

El valor recogido en la bibliografia para 298,15 K es D’ = 0,764 x 10 m*s™' [13] y el
calculado mediante el ajuste de los datos aquf obtenidos, para la temperatura de 310,15 K, D’
= 1,077 x 10” m*s™', siendo los valores encontrados para los parametros de ajuste: @, = -

25,38 dm’ mol " y 2, =1213,3 dm® mol” y un coeficiente de correlacién de 0,98.

La determinaciéon de los coeficientes de difusion a concentracion infinitesimal, por via
experimental, es también posible, dentro de la imprecisién que acompana a este método de
dispersion, mediante perfiles de concentracion generados por la inyecciéon de muestras de
disoluciones diluidas del soluto estudiado, en un flujo laminar de agua. Mediante esta técnica
se obtuvo, para el coeficiente de difusién infinitesimal de la cafeina, un valor de D’= 0,760 x

10° m*s™, 2 298,15 Ky de D'= 1,052 x 10 m*s™, 2 310,15 K.
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Figura 6.4. Variacién del coeficiente de difusion, D, de la cafeina en disolucién acuosa

con la concentracion, a diferentes temperaturas

Al analizar los resultados, se comprueba que el coeficiente de difusién mutua disminuye
con el aumento de la cantidad de cafeina presente en la disoluciéon, para cada temperatura.
Este comportamiento es el previsible si se tiene presente que el aumento en el numero de
particulas presentes en la disolucién, hace que disminuya la movilidad de las moléculas de
soluto y, consecuentemente, que también disminuya su coeficiente de difusion. Por el
contrario, el aumento de temperatura produce el efecto inverso, que debe explicarse en
términos del aumento del movimiento térmico y, consecuentemente, de la velocidad media

de las moléculas y, por consiguiente, de su coeficiente de difusiéon. Se aprecia un aumento

promedio del 30%.

En cuanto a los aspectos cuantitativos de este aumento, hay que sefialar un efecto de la
concentracion sobre el coeficiente de difusion distinto para las dos temperaturas ensayadas,
en el rango de concentracion estudiado. Asi, mientras que a 298,15 K, D disminuye un 8%,

aproximadamente, a 310,15 K, dicha disminucién en D es en torno a un 11,5%.

A partir del analisis de los datos anteriormente presentados para la densidad y la
viscosidad de estas disoluciones acuosas de cafeina, se dedujo que debian ocurrir
interacciones del tipo soluto-soluto derivadas de la auto-asociaciéon de la cafeina. De hecho,
la cafeina en agua es una base muy débil, por lo que practicamente no se encuentra disociada
en disolucién acuosa, manteniéndose una gran parte de la misma bajo la forma molecular. Al
aumentar la temperatura, la constante de equilibrio disminuye [20] dando lugar a la existencia
de una mayor cantidad de cafeina protonada en disolucion, lo que podria contribuir a una

mayor movilidad de las especies en disolucién y, como consecuencia de ello, a un aumento
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en el valor del coeficiente de difusién mutua derivado de la creciente concentracion de

cafeina y del aumento de la temperatura.

En disolucién acuosa, la cafefna sufre un proceso de auto-asociacién de manera
progresiva. Hay que tener en cuenta que solo sus formas mondmeras estan protonadas. Los
dimeros y otros polimeros que pudiesen existir en el medio, son bases mas débiles que los
monomeros de la cafeina, por lo que su protonacion se produce en una menor cuantfa. Para
temperaturas mas bajas, la libre auto-asociacion de la cafeina es mas fuerte [20]. Por lo tanto,
a temperaturas mas bajas hay una mayor cantidad de cafefna en forma de dimeros y
polimeros, que pueden contribuir a la disminucién de la movilidad i6nica, lo que lleva a una
disminucién del coeficiente de difusion, lo que esta de acuerdo con los resultados

experimentales aqui encontrados.

6.1.4.2. Influencia de la temperatura sobre el coeficiente de difusion

La ecuacién de Stokes-Einstein [34-39] para una particula que se mueve en un medio
hidrodinamico continuo, permite relacionar el coeficiente de difusiéon con la viscosidad del

medio y con las dimensiones de la particula. Para una particula estérica se tiene que

e kgT
67nD

(6.1.1)

siendo 7 el radio hidrodinamico efectivo; 5, la constante de Boltzman; T, la temperatura
absoluta; 7, la viscosidad del medio y D, el coeficiente de difusion.

En el caso particular de las disoluciones diluidas, la concentraciéon del soluto tiende a
acercarse a cero y, por tanto, la viscosidad de la disolucién se aproxima a la viscosidad del
disolvente. En esas condiciones, la aplicaciéon de la ecuacion de Stokes-Einstein permite
analizar los cambios que se producen en el valor del coeficiente de difusion, por efecto de la

temperatura, para las moléculas de cafeina en disolucion acuosa [40
bl

kgT

r=—4
6717,D

(6.1.2)

donde D’ es el coeficiente de difusioén a concentracién infinitesimal y 7, la viscosidad del agua

pura a la temperatura de trabajo, T"[41-43].

A partir de la aplicacion de la ecuacién (6.1.2) se obtuvieron los siguientes valores:

r(298,15 K) = 0,321 nm y (310,15 K) = 0,305 nm.
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Conocido el radio hidrodinamico, es posible estimar el valor del volumen hidrodinamico
molar limite para la molécula. Los valores que se han obtenido son los siguientes: 83,47
cm’mol’, a 298,15 K y 71,61 cm’mol’, a 310,15 K. Esto es, con el aumento de la
temperatura, el tamafio aparente de la molécula hidratada disminuye. Es decir, a mayor

temperatura la molécula tiende a encontrarse mas deshidratada.

6.2. Sistema teofilina + agua

6.2.1. Medidas de densidad

En la tabla 6.5 se presentan los valores experimentales de la densidad, o (en grem?),
obtenidos para las disoluciones acuosas de teofilina de las distintas concentraciones
ensayadas (cuyos valores aparecen relacionados en la primera columna), a las temperaturas de
298,15 Ky 310,15 K. Asimismo, se indican los valores de desviacion estandar encontrada, o,

estimados considerando todas las medidas realizadas.

Tabla 6.5. Densidades, o, y voliumenes molares apatentes, @, , para

disoluciones acuosas de teofilina a 298,15 Ky 310,15 K

105 m P 1066 & P 1060 A
/molkg?)  /(grem?) @ Jemrmol)  /(gem?) @ /(emdmol?)
T=298,15 K T=310,15 K

0,506551 0,997067 1,0 143,62 0,993350 1,0 147,62
1,01310 0,997087 2,3 142,29 0,993369 1,6 144,72
2,02621 0,997124 1,9 142,95 0,993408 3,5 143,74
4,05241 0,997207 1,5 141,30 0,993479 4.1 144,68
8,30482 0,997386 4,0 139,75 0,993643 3,9 143,42
10,1310 0,997466 3,1 139,10 0,993734 4,0 141,23
15,1965 0,997672 42 139,32 0,993917 3,8 142,32
20,2621 0,997887 2,3 138,93 0,994128 1,6 141,46
40,5241 0,998708 1,1 139,26 0,994899 45 141,97

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas
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Aunque la teofilina es un compuesto ampliamente utilizado, pues presenta multiples
aplicaciones farmacoldgicas (descritas en el capitulo 1), no se conoce que, hasta la fecha, se

hayan publicado datos acerca de la densidad de sus disoluciones acuosas.

Tal como ocurre en el caso de la cafeina, los valores de densidad aumentan
monotonamente con la concentracion de teofilina en la disolucion, para ambas temperaturas
estudiadas. Asimismo, se observa que no hay un efecto apreciable de la temperatura sobre
estos valores de la densidad, ya que sus variaciones transcurren de forma casi paralela para las
dos temperaturas analizadas. Por ello, también como entonces, puede concluirse que los
cambios estructurales provocados por el efecto de la temperatura, no se ven practicamente

afectados por la presencia del soluto.

La representacion grafica de los valores de la densidad frente a la concentracién se

muestra en la Figura 6.5.

® 298,15K
o 310,15K
0,998 -
'E 0,996 -
o
=
a
0,994 -
T T
0,00 0,02 0,04

m /(mol kg™

Figura 6.5. Variacion de la densidad de disoluciones acuosas de teofilina

con la concentracion, a 298,15 y 310,15 K

A partir del ajuste mediante el método de minimos cuadrados, de los datos de esta

., , . . . . . 2
representacion grafica, se han obtenido las ecuaciones lineales siguientes (r” = 0,999)

£ =0,997043 (£ 0,000002) + 0,0412 7 (para 298,15 K)
£ =0,993332 (£ 0,000003) + 0,0389 7 (para 310,15 K)

donde  representa la molalidad de la disolucion.
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6.2.2. Volumenes molares aparentes

En la Tabla 6.5 se presentan los valores del volumen molar aparente, @, , calculados,
mediante la ecuacién (2.1.8), para las disoluciones acuosas de teofilina, a 298,15 Ky 310,15 K.
Estos valores son similares a los encontrados para la cafeina, tal como cabia esperar dada la

similitud entre las estructuras de ambas moléculas.

® 298,15K
o 310,15K

148

I
IN
1

¢, /cm® mol™)

140

T T
0,00 0,08 0,16 0,24

12 -3/2.
)

Nc /(mol ™ dm

Figura 6.6. Volumen molar aparente de disoluciones acuosas

de teofilina a 298,15 y 310,15 K

Del ajuste de estos valores a la ecuacion de Masson (ecuacion 2.1.10), representados en la

Figura 6.6, para ambas temperaturas estudiadas, se han encontrado las relaciones siguientes

¢, =143,2(+0,7)-26,9~/c (para 298,15 K)

¢, =1459(+0,9)-27,1-/c (para 310,15 K)

que, como puede observarse, son muy proximas a las encontradas para las disoluciones de
cafeina anteriormente analizadas, si bien el valor encontrado para el volumen molar parcial a
concentracion infinitesimal de la teofilina es mas pequefo, sobre todo a la temperatura mas
alta estudiada. Nuevamente, se aprecia que el volumen molar aparente disminuye con el
incremento de la concentracion, lo que podtia justificarse en términos de la existencia de
posibles interacciones entre las moléculas de teofilina que, al igual que se indicé para el caso

de la cafeina, podrian dar lugar a la estabilizacion de estructuras asociativas entre las
moléculas de teofilina. Asimismo, este comportamiento de @, con la concentracién de soluto,

sugiere que el caracter formador (structure making) de la estructura del agua, por parte de la
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teofilina en las condiciones de trabajo ensayadas, se amortigua a medida que aumenta su

concentracion.

6.2.3. Viscosidades

En la tabla 6.6 se presentan los valores experimentales de la viscosidad, 7 (en cP), (junto
con los de su desviacién estandar) correspondientes a las disoluciones acuosas de teofilina

estudiadas, a las temperaturas de 298,15 y 310,15 K.

Como cabia esperar, estos valores de la viscosidad aumentan al hacerlo el de la
concentracion de teofilina en la disolucion, siendo dicho incremento pequefio, en especial a
la temperatura de 298,15 K. El aumento de temperatura produce el esperado descenso en el
valor de la viscosidad de la disolucidn, descenso que se va amortiguando, incluso de una
forma mas suave que en el caso de la cafeina, a medida que aumenta la concentracién de

teofilina en la disolucion.

Tabla 6.6. Viscosidad, 7, de las disoluciones acuosas de teofilina a 298,15 y 310,15 K.

10% m 7 1030 n 100
/(mol-kg") /cP @ /cP ®
T=298,15 K T=310,15 K

0,506551 0,8904 1,0 0,6916 0,7
1,01310 0,8905 23 0,6917 0,4
2,02621 0,8907 1,9 0,6924 0,6
4,05241 0,8914 1,5 0,6946 0,6
8,30482 0,8919 4,0 0,6961 0,4
10,1310 0,8922 3,1 0,6974 0,9
15,1965 0,8934 4,2 0,7002 0,7
20,2621 0,8955 2,3 0,7042 0,3
40,5241 0,8996 1,1 0,7174 0,5

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas

La teofilina en disolucién acuosa es un acido débil con un momento dipolar de 4,28

debye. Por ello, el andlisis de la influencia de la concentracién sobre los valores
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experimentales medidos para la viscosidad de sus disoluciones acuosas, se realizé aplicando

la ecuacion de Jones-Dole (ecuacion (3.1.1)).

Tabla 6.7. Valores de los coeficientes .4 y B para las disoluciones acuosas

de teofilina a diferentes temperaturas

Temperatura A B °
/(K) / (kg'mol1/2) / (kg?-mol3/2)
298,15 - 0,012 (£ 0,001) 0,309 (£ 0,008) 0,999
310,15 - 0,021 (£ 0,007) 1,031 (£ 0,032) 0,999

Al igual que se hizo para el caso de la cafeina, en el analisis de los datos de viscosidad de
las disoluciones de teofilina, no se tuvo en cuenta el posible valor del coeficiente D. Los
valores para por los coeficientes 4 y B de la ecuacién de Jones-Dole se calcularon a partir de
un ajuste no lineal, por un método de minimos cuadrados, de los valores experimentales de
viscosidad. Estos valores se presentan en la Tabla 6.7, junto con los obtenidos para el

. ., 2 . .
coeficiente de correlacién, 7, correspondiente al ajuste.

En la Figura 6.7 se muestra la variacion de la viscosidad relativa frente a la raiz cuadrada

de la concentraciéon de las diferentes disoluciones estudiadas.

® 298,15K
o 310,15K
1,04
1,02
=
=
1,00
T T T
0,00 0,08 0,16 0,24

12 -3/2.
)

N ¢ /(mol™ dm

Figura 6.7. Variacion de la viscosidad relativa de las disoluciones de teofilina,

con la concentracion

Como puede verse, también para las disoluciones acuosas de teofilina se obtienen valores

negativos para el coeficiente 4. Sin embargo, los valores obtenidos en el caso presente, son
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mucho mayores que los que se encontraron para la cafeina (son un orden de magnitud
superiores), lo que es indicativo de que, aunque ambas bases de purina en disolucién acuosa
poseen capacidad auto-asociativa, las interacciones que tienen lugar entre las moléculas de
teofilina son mas fuertes que las que se producen entre las moléculas de cafeina,

principalmente a 310,15 K.

En este caso se halla un valor positivo para el coeficiente B de viscosidad de la teofilina,

en ambas temperaturas, siendo el de dB/dT (= 0,06) también positivo; es decir, dicho

coeficiente B aumenta con la temperatura. LLos valores de la relacion B/ V, son iguales a los

de la cafefna, a las mismas temperaturas, es decir, 2,2 y 7,1 a 298,15 y 310,15 K,
respectivamente. Esto significa que en estas disoluciones existen fuertes interacciones soluto-
disolvente que se ven reforzadas por el aumento de la temperatura, lo que supone un
indicativo de que la teofilina posee capacidad para incrementar la estructura del agua

(caracter structure-making) en la disolucion.

No obstante, el coeficiente B para la teofilina tiene un valor inferior al que presenta la
cafeina, lo cual indica que las interacciones que tienen lugar entre las moléculas de teofilina y
el disolvente, el agua, deben ser menores en este caso que en el de la cafeina. Tal conclusion
esta en concordancia con el hecho de que la molécula de teofilina no dispone de grupo
metilo en la posiciéon 7 (como si sucede con la cafeina), por lo que es un compuesto mas
polar (es decir, menos hidrofébico) que aquella; por tal motivo, es de esperar que la

estructura del agua deba verse menos afectada por la auto-asociacién de este soluto [44].

6.2.4. Coeficientes de difusion

En la tabla 6.8 se presentan los valores medios correspondientes a las varias
determinaciones realizadas para cada una de las diferentes disoluciones de flujo, ¢ del
coeficiente de difusién mutua, D, para la teofilina en disolucién acuosa, a 298,15 Ky a
310,15 K. Junto a éstos, se presentan los encontrados para la desviacién estandar, Sp, de
dicho valor medio calculado. Estos valores fueron medidos con la técnica de dispersion de
Taylor. También en este caso se obtuvo una buena reproducibilidad de los resultados

experimentales, del orden del 99%.

Como puede verse a partir del analisis de estos valores tabulados, tal como ocurti6 en el
caso del coeficiente de difusion de las disoluciones acuosas de cafefna, para las dos

temperaturas estudiadas, la tendencia observada es hacia una disminucién del coeficiente de
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difusién de la teofilina con el aumento de la concentracién. Esta disminucidn es mas

acentuada cuando la temperatura es mayor

Tabla 6.8. Coeficientes de difusién mutua de disoluciones acuosas de teofilina, medidos con

la técnica de Taylor, a 298,15 Ky 310,15 K.

[ P Ds+ Spd Dat Spb
/(mol-dm-) /(mol-dm-?) /A0 m? s /107 mis)

(298,15 K) (310,15 K)
0,001 0,001 0,801 + 0,012 1,124 + 0,009
0,002 0,002 0,785 % 0,007 1,098 £ 0,009
0,004 0,004 0,769 + 0,005 1,053 + 0,009
0,005 0,004 0,762 % 0,005 1,035 £ 0,009¢
0,008 0,004 0,742 % 0,006 0,994 + 0,005
0,010 0,004 0,734 + 0,004 0,979 + 0,006¢

2Cada valor de D corresponde a una media de, al menos, 4 réplicas; ® S, representa la desviacién estindar de la

media; © referencia [11].

6.2.4.1. Influencia de la concentracion sobre el coeficiente de difusion

Al analizar los resultados recogidos en la tabla 6.8 se verifica que, tal como sucede con la
cafeina, para cada una de las temperaturas estudiadas, el coeficiente de difusién mutua de la
teofilina disminuye con el aumento de la cantidad de soluto presente en la disolucion. Esta
disminucion, sin embargo, no es independiente de la temperatura. En efecto, mientras que a
298,15 K el coeficiente de difusion, D, experimenta una disminucion, con el aumento de la
temperatura, del 8% aproximadamente, a 310,15 K esta disminucién en D es de un 13%,
aproximadamente. El aumento de la temperatura conduce, por el contrario, a un aumento del
33-40%, aproximadamente, en el valor del coeficiente de difusiéon. Estos valores son muy
proximos a los encontrados para la cafeina, por lo que su justificacion debe discurrir de

forma paralela al de aquella.

En la Figura 6.8 se ha representado graficamente esta variacion del coeficiente de
difusién de la teofilina con la concentracion de la disolucion, a las dos temperaturas

estudiadas.
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Figura 6.8. Variacion del coeficiente de difusion de la teofilina acuosa

con la concentracion, a diferentes temperaturas

Los datos de difusion de la tabla 6.8 se analizaron, en funciéon de la concentracién de la
disolucién, por ajuste a un polinomio del tipo D= D’ + 4,¢ + a,. A partir del mismo, se
obtuvo el valor correspondiente al coeficiente de difusiéon a concentracioén infinitesimal, D’

En la tabla 6.9 se recogen los valores encontrados para los parametros del ajuste.

Tabla 6.9. Parametros del ajuste polinémico de D frente a la concentracion, para

disoluciones acuosas de teofilina, a 298,15 y 310,15 K.

T Do ai az
/ (K /(10 m?-s-1) /(dm3-mol-) /(dmS-mol?) o
298,15 0,811 12,36 468,75 0,995
310,15 1,152 -29,81 1250,0 1,000

El coeficiente de difusién a concentracion infinitesimal se determiné también por via
experimental (esto es, mediante extrapolaciéon para ¢ = 0 de los datos experimentales
obtenidos a partir de perfiles de concentracién generados por la inyecciéon de muestras
diluidas del soluto estudiado, en flujos laminares de agua), obteniendo a 298,15 K un valor de
D’= 0,806 x 10”7 m*s™ y a 310,15 K de D’= 1,157 x 10” m*'s”'. Como puede apreciarse,
ambos valores estan en muy buena concordancia con los obtenidos mediante ajuste de los

valores de D frente a la concentracion de la teofilina en disolucion.
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6.2.4.2. Influencia de la temperatura sobre el coeficiente de difusién

De igual manera que en el caso de la cafeina, se estimé el valor del radio hidrodinamico
de la molécula de teofilina en estos medios acuosos, a través de la ecuacién de Stokes-
Einstein [34-39] (ecuacion (6.1.2)). Los valores asi encontrados fueron » = 0,302 nm (para
298,15 K) y » = 0,285 nm (para 310,15 K). Tal como ocurre con la cafeina, el aumento de la

temperatura parece conducir a un efecto de deshidratacion de la molécula de teofilina.

Asimismo, se hizo una estimacioén del valor correspondiente al volumen hidrodinamico
molar limite de la molécula de teofilina a ambas temperaturas ensayadas, encontrando los
valores de 71,08 cm’mol™ a 298,15 K y de 57,90 cm’mol” a 310,15 K. Ambos valores son,

como cabia esperar, inferiores a los encontrados para la molécula de cafeina.

6.3. Resumen

El estudio de las propiedades de las disoluciones acuosas de cafeina y teofilina permitio
comprobar que, en medio acuoso, ambas xantinas presentan un comportamiento semejante
en cuanto a las propiedades aqui estudiadas (densidad, viscosidad, y difusién), tal como
cabria esperar, dadas las similitudes de estructura que ambas moléculas presentan (difieren en

la presencia, en el caso de la cafeina, de un grupo metilo en el carbono 7 del anillo de purina).

Evidentemente, a ambas las temperaturas se verificd que la teofilina presenta un valor del
volumen molar parcial a concentracioén infinitesimal menor que el de la cafeina, acorde con

su diferente estructura, ya comentada con anterioridad.

Del analisis de los coeficientes de la ecuacién de Jones-Dole para la viscosidad de
disoluciones de electrélitos (ambas xantinas lo son, aunque débiles) se deduce, por una parte,
a partir del valor encontrado para el coeficiente 4, que aunque la constante de asociacién de
la cafeina posee un valor mayor que la correspondiente a la teofilina, las interacciones

asociativas que tienen lugar entre las moléculas de ésta ultima son mas fuertes.

Por otra parte, se encuentra que el valor del coeficiente B de la ecuaciéon de Jones-Dole
es positivo para ambos solutos, si bien es ligeramente inferior para la teofilina, y muy similar
a ambas temperaturas. El hecho de que su variacion con la temperatura, igual en ambos casos:
dB/dT= 0,06, sea también positivo, lleva a considerar que ambos compuestos poseen un
caracter promotor de estructura (structure making) anémalo en disolucion acuosa, aunque la

capacidad para potenciar una mayor estructura del agua es ligeramente mayor en el caso de la
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cafeina. También el cociente entre el valor del coeficiente B de la ecuacién de Jones-Dole y el
volumen molar aparente a concentraciéon infinitesimal (el volumen molar parcial a dilucién
infinita), conduce a valores iguales para ambos solutos, de 2,2 y 7,1, a 298,15 y 310,15 K, lo
cual es una evidencia mas del caracter structure making ya manifestado en base a los resultados

anteriores.

Respecto a la difusion de estas especies en disolucién acuosa, se confirma que los
coeficientes de difusion siguen la tendencia ya observada en las anteriores propiedades
fisicoquimicas analizadas. Es decir, la cafeina es la que presenta un coeficiente de difusion
menor, lo que es consistente, por una parte, con su mayor masa molecular y con un mayor
radio hidrodinamico y, por otra parte, con su mayor tendencia a la auto-asociacion vy, por lo

tanto, para tener una menor movilidad.

6.4. Sistema B-ciclodextrina + agua

Las ciclodextrinas, sobre todo sus derivados alquilados, son frecuentemente utilizadas en
aplicaciones farmacoldgicas, comunmente para aumentar la solubilidad de medicamentos y

en el disefio de sistemas de liberacion controlada de moléculas de farmacos [4-9].

En disolucién acuosa, la cavidad ligeramente apolar de las ciclodextrinas esta ocupada
por moléculas de agua que pueden ser facilmente desplazadas por "moléculas huésped" del
tamafio apropiado, que sean menos polares que el agua. La ciclodextrina disuelta es el
“anfitrion" y la fuerza que conduce a la formacién del complejo es la sustituciéon de las
moléculas de agua del interior de la cavidad, por moléculas menos polares de un "znvitado"
adecuado. Sin embargo, cada ciclodextrina tiene su propia capacidad para formar complejos
de inclusién con moléculas especificas. Una capacidad que depende, por una parte, de que
pueda realizarse un buen ajuste de la molécula huésped en la cavidad hidrofébica y, por otra,
de la existencia de una fuerza neta de conduccién energética que lleve a la formacion del
complejo [45-46]. No obstante, la asociacién de las ciclodextrinas con farmacos puede verse

favorecida sin que lleguen a formarse complejos de inclusion.

Por lo tanto, dado que la formacién del complejo ocurre en disolucién acuosa, las
propiedades termodinamicas de estas disoluciones acuosas de las ciclodextrinas deben tener

un papel importante en el proceso de complejacion.

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha investigado la f-ciclodextrina (a continuacion

referida como f-CD) y uno de sus derivados, la hidroxipropil-f-ciclodextrina (a continuacion
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referida como HP-p-CD), analizado el comportamiento de cada una de estas sustancias en

disolucién acuosa.

6.4.1. Medidas de densidad

En la Tabla 6.10 se presentan los valores experimentales de la densidad, o (g-cm?),
obtenidos para las disoluciones acuosas de §-CD a las distintas concentraciones ensayadas, a
las temperaturas de 298,15 K y 310,15 K. Asimismo, se indican los valores de desviacion
estandar encontrados, o, estimados a partir de las medidas realizadas. A 298,15 K se
encuentran publicados en la bibliograffa [10, 30] valores para esta magnitud, que estin en
buena concordancia con los presentados en este trabajo de Tesis Doctoral, lo que indica que
los datos aqui presentados poseen un aceptable nivel de precisién. Sin embargo, a la

temperatura fisiologica (310,15 K) no se han encontrado datos publicados.

Tabla 6.10. Densidades, p, y volimenes molares aparentes, @, , para

disoluciones acuosas de f-ciclodextrina a 298,15 Ky 310,15 K

103 m P 1060 iy P 1066 Y
/(mol-kg) /(g cm™) @ /(cm3mol!) /(g cm™d) ® /(cm3-mol)
T=298,15 K T=310,15 K
0436590 0997236 8,4 705,04 0,993513 32 721,84
0,895318 0,997432 4.8 707,19 0,993708 3,1 717,61
174313 0,997799 502 704,42 0,994060 2,6 719,08
3,47949 0,998535 2,2 707,39 0,994790 3,8 717,22
6,95898 1,000012 2,8 707,76 0,996223 4,6 719,54
8,73180 1,000765 2,9 707,70 0,996988 5,9 715,72
10,5840 1,00157, 1,3 705,15 0,997737 4,9 717,72
13,2300 1,002692 2,3 705,21 0,998805 4,2 719,06

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas

Estos valores de densidad se han representado frente a la concentracién de soluto, a

ambas temperaturas estudiadas, en la Figura 6.9.
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Figura 6.9. Variacion de la densidad de las disoluciones acuosas

de f-ciclodextrina con la concentracion, a 298,15 y 310,15 K

Tal como era de esperar, los valores de la densidad aumentan con la concentracién de la
disolucién para ambas temperaturas estudiadas. Por otra parte, este aumento se produce
practicamente con la misma variaciéon a las dos temperaturas ensayadas, lo que permite
afirmar que el efecto sobre la estructura del medio, como consecuencia del cambio en la
temperatura, no se ve influido significativamente por la presencia de una mayor

concentracién de este soluto, al menos en el rango de concentracion estudiado.

A partir de esta representacion grafica, mediante un método de minimos cuadrados, se

obtuvieron las ecuaciones lineales siguientes (r* = 0,999)

0 = 0,997043 (+ 0,000004) + 0,0426 (para 298,15 K)
£ = 0,993332 (+ 0,000009) + 0,0415 (para 310,15 K)

donde 7 representa la molalidad de la disolucion.

6.4.2. Volumenes molares aparentes

En la Tabla 6.10 se presentan los valores del volumen molar aparente, @, , calculados,

mediante la ecuaciéon (2.1.8), para las disoluciones acuosas de f-CD, a 298,15 K y 310,15 K.
A 298,15 K, estos valores estan en buena concordancia con los publicados anteriormente por
otros autores [10, 47]. Dado que no se han podido encontrar datos a la temperatura

fisiolégica, tal comparacion no ha sido posible a dicha temperatura.
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Para el caso de solutos no-electrolitos, de acuerdo con Redlich [48], en disoluciones
diluidas el volumen molar aparente responde mejor a una dependencia lineal con la
concentraciéon molar, de acuerdo a la ecuaciéon (2.1.11). Esta fue, pues, la ecuaciéon empleada
para ajustar los datos experimentales para la f-CD en disoluciones acuosas. A partir de estos
ajustes se obtuvieron las expresiones:

¢, =706,2(+0,9)-2,0¢ (para 298,15 K)

¢, =719.2(x1,1)-119,7¢ (para 310,15 K)

En la Figura 6.10 se encuentran representadas graficamente estas variaciones de @, con
la concentracién molar, c.

Como puede apreciarse en la representacién anterior, no aparece una linealidad
claramente definida entre los valores de @, y la concentracion de ciclodextrina, por lo que el
error que acompafia a la determinacién, por extrapolacion, de los valores de qﬁ\? es

relativamente elevado. Ello es debido, en gran medida, al pequefio rango de concentraciones

que puede ser investigado (hasta 0,01 molal), dado la limitada solubilidad de la f-CD en agua.

A 298,15K
A 310,15K
7224 A
720 - N .
718-\1\&\
AN
A
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5 712 4
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708 -
N A A A
706 -
A A A
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¢/ (mol dm®)

Figura 6.10. Volumen molar aparente de las disoluciones acuosas de

p-ciclodextrina a 298,15 y 310,15 K

No obstante lo anterior, hay que resefiar que los valores elevados y positivos que se
obtienen para los volimenes molares aparentes de esta ciclodextrina son consistentes con los
generalmente observados para compuestos organicos de alto peso molecular. Asimismo, es
también destacable el hecho de que el valor del volumen molar parcial a concentracion

infinitesimal determinado en este trabajo de Tesis Doctoral mediante este procedimiento, a
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298,15 K, es concordante con los valores publicados anteriormente por otros autores [10, 47].

Por otra parte, de acuerdo con las ecuaciones lineales encontradas a partir del analisis de
los datos experimentales, el valor de ¢, tiende a disminuir con el aumento de la

concentraciéon de ciclodextrina en la disoluciéon. Tal situaciéon llevaria a considerar la
existencia de interacciones entre las moléculas de ciclodextrina y la consiguiente
estabilizacion de estructuras dimeras ciclodextrina-ciclodextrina, tal como ha sido sugerido
por otros autores para el caso de la f-CD [49], proponiendo la existencia de dimeros del tipo
cabeza-cabeza, mediante uniones de hidrégeno entre los dos grupos OH secundarios de la
[-CD, asi como también para el caso de las a- CD y p-CD, en base a los valores de entropia

molar parcial de exceso calculados para disoluciones acuosas de éstas ultimas [50].
6.4.3. Viscosidades

En la tabla 6.11 se presentan los valores experimentales de la viscosidad (junto con los de
su desviacion estandar) correspondientes a las disoluciones de f-CD en agua estudiadas, a las

temperaturas de 298,15 y 310,15 K.

Tabla 6.11. Viscosidad, 7, de las disoluciones acuosas de f-ciclodextrina

2 298,15y 310,15 K.
10% m 7 1030 n 100
/(mol-kg") /cP @ /cP ®
T=298,15 K T=310,15 K
0,436590 0,8911 0,7 0,6924 0,2
0,895318 0,8919 0,7 0,6934 0,8
1,74313 0,8933 0,3 0,6952 0,5
3,47949 0,8963 1,0 0,6988 0,2
6,95898 0,9021 0,8 0,7061 0,6
8,73180 0,9051 0,3 0,7099 0,3
10,5840 0,9082 0,5 0,7138 0,2
13,2300 0,9127 0,3 0,7193 0,3

(a) o representa la desviacion estindar de todas las medidas realizadas
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Como era previsible, estos valores de la viscosidad aumentan, de manera importante, con
el aumento de la concentraciéon de f-CD en la disolucidon, observandose que dicho
incremento se intensifica a la temperatura mas alta de las estudiadas (310,15 K). Por otra
parte, el aumento de temperatura provoca el logico descenso de la viscosidad de la disolucién;

descenso que es menor a medida que aumenta la presencia de §-CD en la disolucién.

Considerando que, para moléculas grandes de no-electrélitos el segundo término a la
derecha de la ecuaciéon (3.2.1) del capitulo 3 es equivalente al producto de un coeficiente
numérico por el volumen molar del soluto (solvatado) y por la concentracién molar de la

disolucion [52], la ecuacion anterior puede escribirse de la forma

T -1+Bc+Dc? (6.4.1)

Mo

donde los coeficientes B y D son constantes que dependen tanto de la naturaleza del soluto
como de la del disolvente, asi como de la temperatura y de la presiéon. Este coeficiente B
puede suponerse que es equivalente al que aparece en la ecuacidon de Jones-Dole para la
viscosidad de los electrdlitos, por lo que también reflejara los efectos de las interacciones
soluto-disolvente en la disoluciéon de estos no-electrolitos, por lo que se utiliza como criterio
para la medida de la capacidad que tiene el soluto para incrementar (szructure-making) o
romper (structure-breaking) la estructura del agua en la disolucion. El signo y la magnitud del
coeficiente D, a su vez, se ha relacionado con las interacciones soluto-soluto que tienen lugar

en el medio.
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Figura 6.11: Variacion de la viscosidad relativa de las disoluciones de f-ciclodextrina

con la concentracion, a diferentes temperaturas
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Para el presente trabajo de Tesis Doctoral, se usé la ecuacién de Einstein (ecuacion
(6.4.1)) en el analisis de la dependencia de la viscosidad con la concentracion de las
disoluciones de f-CD. Miyajima ef a/. [50] han probado que esta ecuaciéon es valida para
describir la viscosidad de disoluciones acuosas de a- y p-CD hasta concentraciones del orden
de 0,05 mol-dm”. En la Figura 6.11 se representa la variacién de la viscosidad relativa, frente
a la concentracion, para las diferentes disoluciones acuosas de f-CD estudiadas. Asimismo,
en la tabla 6.12 se presentan los valores encontrados para los coeficientes B y D de la
ecuaciéon (6.4.1), calculados a partir del ajuste de los datos experimentales obtenidos,
mediante un método de minimos cuadrados, junto con los del coeficiente de correlacion, 7,

correspondiente al ajuste.

De la observacion de los datos recogidos en la tabla anterior, se destaca el valor tan
pequeno encontrado para el coeficiente D a ambas temperaturas, por lo que dada la
incertidumbre implicada en su determinaciéon, mayor que el valor mismo del parametro, su
consideracién aportarfa muy poco, o casi nada, al andlisis de la viscosidad de estos sistemas y
no se ha tenido en cuenta en dicho analisis. No sucede lo mismo con el coeficiente B, cuyos
valores encontrados son elevados y positivos, lo cual es indicativo de que la f-CD posee
capacidad formadora (“structure-making’) de la estructura del agua [31], en concordancia con

el comportamiento observado para las otras ciclodextrinas, por otros autores [50]. Ademas,

de la informacién obtenida a partir de la relacion B/ \/_20 , cuyos valores son elevados de (2,6

a 298,15 Ky 4,23 a 310, 15 K) son indicativos de la formacién de una capa de hidratacién
alrededor de la ciclodextrina en disolucién acuosa, es decir, que la ciclodextrina se encuentra

hidratada.

Tabla 6.12. Valores de los coeficientes B y D obtenidos para las disoluciones

acuosas de f-ciclodextrina a diferentes temperaturas

Temperatura B D 2
/ (K) / (dm’-mol™) / (dm® mol?)
298,15 1,89 (£ 9,2:10™) -1,3-10" (£ 6,9-10™ 0,999
310,15 3,05 (9,210 -2,8-10" (£ 6,9-10™ 0,999

Hay que tener en cuenta, sin embatrgo, que el valor positivo encontrado para dB/dT (=
0,10) plantea que este soluto debe poseer un caracter opuesto (“structure-breaking’), tal y como

ha sido sugerido por algunos autores [53], que debe provocar un efecto neto de disminucién
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de la estructura del agua. Sin embargo, tal como afirma Marcus [31], no existe una teoria
definitiva sobre el coeficiente B de viscosidad, que permita relacionar de una forma
satisfactoria la magnitud de su valor, o su variacién con la temperatura, con los efectos
estructurales del agua en la disolucién, debiendo mantenerse en la tendencia, ampliamente
aceptada por un buen nimero de investigadores (pues se correlaciona bastante bien con
otros criterios que puedan manejarse), de que el caracter rompedor (“structure-breaking’) o
tormador (“structure-making’) de la estructura del agua que posee un soluto, responde,
principalmente, al valor negativo o positivo, respectivamente, que presenta el parametro B de

viscosidad de este soluto.

6.4.4. Coeficientes de difusion

En la tabla 6.13 se presentan, para cada disolucién de flujo utilizada, los valores medios
obtenidos para el coeficiente de difusién, D, para las diferentes disoluciones acuosas de
f-CD [10-11] estudiadas, a 298,15 K y 310,15 K, medidos usando el método de dispersion de
Taylor. Como en ocasiones precedentes, para cada disoluciéon de flujo, ¢, se realizaron al
menos 4 perfiles de inyeccion diferentes, por lo que también se facilitan los valores
correspondientes a la desviacion estandar, Sp, del valor promedio calculado para D. Los
valores as{ encontrados presentaron una muy buena reproducibilidad, del orden del 99%.
Asimismo, los valores obtenidos a 298,15 K estan en buena concordancia (desviacion <1.3%)

con los existentes en la literatura [10].

Tabla 6.13. Coeficientes de difusion de disoluciones acuosas de f-ciclodextrina, medidos con

la técnica de Taylor, a 298,15 K y 310,15 K.

[ P Ds % Spb Ds % 8pb
- ol /(10 m2-s-1) /(109 m2-s-1)

(298,15 K) « (310,15 K)
0,002 0,002 0,324 % 0,003 0,443 % 0,005
0,004 0,004 0,323 % 0,001 0,441 % 0,004
0,005 0,004 0,322 % 0,003 0,441 % 0,003
0,006 0,004 0,321 % 0,003 0,440 % 0,003
0,008 0,004 0,318 % 0,002 0,439 % 0,004
0,010 0,004 0,316 % 0,002 0,436 % 0,004

2 Cada valor de D corresponde a una media de, al menos, 4 réplicas; > S}, representa la desviacion estindar de la

media; © referencia [11].
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Del analisis de los resultados de la tabla 6.13 se desprende que, como es de esperar, el
coeficiente de difusiéon de la f-CD en estas disoluciones acuosas, disminuye con el aumento
de la concentracién en el medio, para las dos temperaturas estudiadas. Dicha disminucién es,
no obstante, muy poco importante con variaciones en D que son inferiores al 2%. Este
hecho puede justificarse acudiendo a la consideracién del tamafio de las moléculas de f-CD.
En efecto, para que esta molécula se mueva en el seno de la disolucién de flujo, debe
encontrar un “huece” adyacente en la disoluciéon de tamafno adecuado [54] lo que,
probablemente, no debera depender de la pequefa diferencia existente entre las dos
temperaturas ensayadas, insuficiente para justificar que puedan existir diferencias importantes
entre la estructura del medio en ambas temperaturas. Asimismo, tampoco parece que el
caracter formador de la estructura del agua de este soluto, ya comentado al analizar, en el
epigrafe anterior, los valores de viscosidad de sus disoluciones acuosas, permita augurar que
los cambios en la estructura del medio, producidos por ese efecto, sean suficientes como

para influir en la velocidad de difusiéon de este soluto.

El efecto térmico si que se deja sentir de manera significativa. En efecto, el aumento de
temperatura, desde 298,15 K hasta 310,15 K, produce un incremento en el valor del
coeficiente de difusion de la g-CD en torno a un 30%, resultado que se encuentra en

consonancia con los encontrados para el resto de los solutos estudiados.

6.4.4.1. Influencia de la concentracion sobre el coeficiente de difusion

Los valores obtenidos para el coeficiente de difusioén de la f-CD en agua se analizaron en
funcién de los cambios de concentracion de la disolucion, aplicando para ello un ajuste lineal,
por el método de minimos cuadrados, del tipo D= D’ + a ¢, donde una vez mas D’ es el
coeficiente de difusién a concentracion infinitesimal. En la Figura 6.12 se ha representado
esta dependencia, estando recogidos en la tabla 6.14 los valores encontrados para los

parametros del ajuste.

El valor obtenido a 298,15 K, D’= 0,326 x*10”” m*s™, es coincidente con el publicado
por otros autores [10] para este sistema. Estos valores de D’ se determinaron, ademas, por
via experimental (a partit de perfiles de concentracién obtenidos por inyecciones de
disoluciones diluidas de este soluto, en un flujo laminar de agua) encontrandose valores

concordantes con los recogidos en la tabla 6.14.
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Figura 6.12: Variacion con la concentracion, del coeficiente de difusion de la

p-ciclodextrina acuosa a diferentes temperaturas

Tabla 6.14: Parametros del ajuste de los coeficientes de difusion de

f-ciclodextrina con la concentracién, a diferentes temperaturas

D’ a

Temperatura 2
/ (K / (10’9 m?s™ / (dm3 -rnol’l)
298,15 0,326 -1,00 0,976
310,15 0,464 -0,77 0,960

6.4.4.2. Influencia de la temperatura sobre el coeficiente de difusion

A partir de la ecuacién de Stokes-Einstein (ecuacion (6.1.2)), se estimé un valor de 0,75,
nm a 298,15 K y de 0,74, nm a 310,15 K, para el radio hidrodinamico de la molécula de
f-CD en estos medios acuosos. Estos valores son muy proximos a los reportados por
Longsworth [55] para este mismo soluto. Asimismo, Evans e/ a/. [56] han obtenido resultados

del mismo orden a éste, al analizar otros sistemas similares.

Como puede apreciarse, las variaciones en r con la temperatura son muy pequefias,
inferiores al 1% y, por lo tanto, estan dentro de la precisiéon que acompana a las medidas de
difusién. Es decir, se podria concluir que en estos medios acuosos, el valor del radio
hidrodindmico de esta ciclodextrina no se ve afectado por el aumento de temperatura

realizado, al menos en el rango de concentracién estudiado.
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A partit de los valores anteriores, se hizo una estimaciéon de los volimenes
hidrodindmicos molares de las moléculas de S-CD, obteniendo los valores de 1074,3

cm’mol” 2 298,15 K y de 1021,9 cm>mol ™ a 310,15 K.

6.5. Sistema hidroxipropil-4-ciclodextrina + agua

6.5.1. Medidas de densidad

En la Tabla 6.15 se presentan los valores experimentales de la densidad, o (g-cm?),

obtenidos para las disoluciones acuosas de HP-f-CD a las distintas concentraciones
ensayadas (cuyos valores aparecen relacionados en la primera columna), a las temperaturas de
298,15 Ky 310,15 K. Asimismo, se indican los valores de desviacion estandar encontrados,

o, estimados a partir de las medidas realizadas.

Tabla 6.15. Densidades, p, y volimenes molares aparentes, @, , para

disoluciones acuosas de hidroxipropil-f-ciclodextrina a 298,15 Ky 310,15 K

103 P 1066 iy P 1066 Y
/(mol-kg) /(g-cm) @ /(cm3-mol) /(g cmd) ® /(cm3-mol)
T=298,15 K T=310,15K
0,414638 0,997266 2,1 854,21 0,993543 2,7 874,49
0,826814 0,997478 0,5 860,56 0,993750 4,1 877,69
1,64707 0,997894 0,5 866,46 0,994150 5,6 885,54
3,31054 0,998772 0,7 858,84 0,994981 3,5 883,38
6,62107 1,00040, 2,8 871,86 0,996610 52 884,71
8,27634 1,00127, 1,0 866,72 0,997459 5,8 880,38
12,4145 1,003343 1,0 868,55 0,999400 3,2 888,53
16,5363 1,00549 0,4 863,24 1,001592 4,2 875,82

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas

La representacion grafica de los valores de la densidad frente a la concentracion de soluto
se muestra en la Figura 6.13. Como en los casos anteriores, el valor de la densidad de las

disoluciones aumenta mondétonamente con el aumento de la concentraciéon de la disolucion,
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para ambas temperaturas estudiadas. También, en este sistema el aumento se produce
practicamente con la misma magnitud a las dos temperaturas; o sea, puede afirmarse, como
en los casos precedentes, que la temperatura es la propiedad que influye, de forma mas

significativa, en la estructura de estas disoluciones, en el rango de concentracién estudiado.

¢ 298,15K
& 310,15K
1,005 -
'€ 1,000 4
o
2
=
0,995 -
T T
0,000 0,008 0,016

m /(mol kg™

Figura 6.13. Variacion de la densidad de las disoluciones acuosas de

hidroxipropil-g-ciclodextrina con la concentraciéon a 298,15y 310,15 K

Del ajuste de los datos experimentales anteriores, usando un método de minimos

cuadrados, se obtuvieron las ecuaciones siguientes (r* =0,999)

p = 0,997043 (£ 0,000001) + 0,0509 (para 298,15 K)
p = 0,993332 (£ 0,000002) + 0,0496 (para 310,15 K)

donde 7 representa la molalidad de la disolucion.
6.5.2. Volimenes molares aparentes

En la Tabla 6.15 se presentan los valores del volumen molar apatente, @, , calculados a
partir de la densidad de las disoluciones acuosas de HP-3-CD, a 298,15 K y 310,15 K. Estos
valores de @, se ajustaron a la ecuacién lineal (2.1.11) propuesta por Redlich [48],
encontrandose las siguientes relaciones para ambas temperaturas estudiadas

@, =861,0(+2,9)+448,6¢ (para 298,15 K)

¢, =880,8(+2,9)+88,7¢ (para 310,15 K)

Dichas ecuaciones lineales estan representadas en la Figura 6.14.
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& 208,15K
& 310,15K

o /(cm® mol™)

v

T T
0,000 0,008 0,016

¢/ (mol dm®)

Figura 6.14. Volumen molar aparente de las disoluciones acuosas

de hidroxipropil f-ciclodextrina a 298,15 y 310,15 K

Como puede verse, la HP--CD presenta valores elevados del volumen molar aparente,
siendo incluso bastante superiores a los de la f-CD. Esta situacién se mantiene, también, a
concentracion infinitesimal y puede ser consecuencia del hecho de tener grupos

hidroxipropilo situados en el exterior de su estructura principal tronco-cénica.

Aunque, al igual que en el caso de la f-CD, se observa que la linealidad de @, con la

concentracion no esta bien definida, se aprecia un comportamiento opuesto al que exhibe la
p-CD, con un volumen molar aparente que presenta tendencia a aumentar con la
concentracion de la disolucion. Tal comportamiento indicarfa la existencia de una fuerte
interacciéon soluto-soluto, que propiciaria la estabilizacion de estructuras dimeras de esta

ciclodextrina, similares a las sugeridas en los casos de las ciclodextrinas no sustituidas [49-50].

6.5.3. Viscosidades

En la tabla 6.16 se presentan los valores experimentales de la viscosidad (junto con los de
su desviacion estandar) correspondientes a las disoluciones estudiadas de HP-3-CD en agua,

a las temperaturas de 298,15 y 310,15 K.

Como era de esperar, estos valores de la viscosidad aumentan, de manera importante,
con el aumento de la concentracién de HP--CD en la disolucién, observandose que, de
forma analoga a lo que sucedia con la f-CD, dicho incremento se intensifica, aunque en este

caso lo hace de una manera mucho mas acusada, a la temperatura de 310,15 K. Por otra parte,
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el aumento de temperatura provoca el esperado descenso de la viscosidad de las disoluciones,

que es menos intenso a medida que aumenta la concentracion de la HP-g-CD.

Tabla 6.16. Viscosidad de las disoluciones acuosas de hidroxipropil-f-ciclodextrina

2298,15y 310,15 K.

10° 7 1050 g 1050

/(mol-kg) /cP @ /cP @
T=298,15 K T=310,15 K

0,414638 0,8912 1,0 0,6930 1,2
0.826814 0,8920 0.5 0,6945 0.8
1,64707 0,8936 0,5 0,6974 0,7
331054 0,8969 0.7 0,7033 0.8
6,62107 0,9034 2,8 0,7152 0,6
827634 09066 10 0,721 0.9
12,4145 0,9148 1,0 0,7359 0,6
16,5363 0,9228 0,4 0,7507 0,4

@ o representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas

El andlisis de la dependencia de la viscosidad con la concentracion de las disoluciones de

HP-3-CD se realiz6 haciendo uso de la ecuacion de Einstein (ecuacion (6.4.1)).

En la Figura 6.15 se representa la variaciéon de la viscosidad relativa, frente a la
concentracion, para las diferentes disoluciones acuosas de HP--CD estudiadas. Asimismo,
en la tabla 6.17 se muestran los valores de los coeficientes B y D de la ecuacién (6.4.1),
encontrados para el ajuste de los datos experimentales, mediante el método de minimos

, . . ., 2 .
cuadrados, asi como los valores obtenidos para el coeficiente de correlacion, 7, del ajuste.

Como en el caso de la f-CD, los valores encontrados para el coeficiente D son
extremadamente pequefios (y con incertidumbres superiores al propio valor de este
coeficiente) y no se han tenido en cuenta en el posterior analisis de resultados. Asimismo, los
valores obtenidos para el coeficiente B son, también para este soluto, grandes y positivos, lo
que indica que la HP--CD posee una capacidad formadora (“structure-making’) de la

estructura del agua [31], al igual que sucede con otras ciclodextrinas [50]. La relaciéon entre B
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y el volumen molar parcial del soluto refleja resultados de 2,6 y 5,9, a 298,15 y 310, 15 K,
valores elevados e indicativos de la existencia de una capa de hidratacion alrededor de la

molécula de ciclodextrina en disolucion acuosa y evidencia de su caracter “structure-making”’.

& 298,15K
& 310,15K

1,08

nm,

1,04 4

1,00 H

T
0,000 0,008 0,016

¢ /(mol dm™®)

Figura 6.15. Variacion de la viscosidad relativa de las disoluciones

de hidroxipropil-g-ciclodextrina con la concentracion

Tabla 6.17: Valores de los coeficientes B y D obtenidos para las disoluciones

acuosas de hidroxipropil-f-ciclodextrina a diferentes temperaturas

Temperatura B D 2
/ (K) / (dm’*mol™) / (dm®mol?) g
298,15 220 (210  -3,1-10" (£ 110" 0,999
310,15 519 (£ 8:10%)  -40-10" (£ 510" 0,999

No obstante lo anteriormente sefialado, también para esta ciclodextrina la variacion del
coeficiente B con la temperatura, dB/dT, presenta un valor positivo y, en esta ocasiéon, muy
elevado (=0,25) lo que, de acuerdo con la clasificaciéon de Nightingale [30], es indicativo de

que este soluto tiene caracter rompedor (“structure-breaking’) de la estructura del agua.
Tal afirmacién vendria apoyada por el hecho de la variacién positiva del volumen molar

aparente, @, , con el aumento de la concentracién, sefialado en el apartado anterior,

producido, principalmente, por una mayor presencia de moléculas de agua en la esfera de
hidratacién de la ciclodextrina. Si se tiene en cuenta que la HP-5-CD presenta, respecto de la
forma g, la sustituciéon de algin grupo hidroxilo del exterior de la molécula por grupos

hidroxipropilo y que dicha sustitucion tiene el efecto no solo de aumentar la solubilidad de la
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ciclodextrina (que en el caso de la forma f es extremadamente baja, debido a la rigidez de su
estructura heptagonal anillar), sino también de tornarla mas hidrofilica, hay que concluir que
esta ciclodextrina sustituida tiene una mayor capacidad para establecer uniones con las
moléculas del agua circundante, para lo cual podria ser necesario romper la estructura del

disolvente.

6.5.4. Coeficientes de difusion

En la tabla 6.18 se presentan, para cada disolucion de flujo utilizada, los valores medios
obtenidos para el coeficiente de difusion, D, para las diferentes disoluciones acuosas de
HP-$-CD estudiadas [12] a 298,15 Ky 310,15 K, medidos usando el método de dispersion de
Taylor. Como en ocasiones anteriores, se obtuvo un minimo de 4 perfiles de inyeccion
diferentes, para cada disolucién de flujo, . Por ello, también se presentan en la tabla los
valores correspondientes a la desviacion estandar, Sp, del valor medio de D obtenido. Los
valores asi encontrados presentaron una muy buena reproducibilidad, con una incertidumbre

entre el 1y el 2%.

Tabla 6.18. Coeficientes de difusion de disoluciones acuosas de hidroxipropil-f-ciclodextrina,

medidos con la técnica de Taylor, a 298,15 Ky 310,15 K [12].

[ P Da+ Sph Da+ Spb
/(mol-dm-) /(mol-dm-) /A0 mes) /107 m? s

(298,15 K) © (310,15 K)
0,002 0,002 0,319 * 0,003 0,408 % 0,006
0,004 0,004 0,316 % 0,001 0,407 % 0,003
0,005 0,004 0,314 + 0,002 0,407 + 0,003
0,008 0,004 0,310 % 0,002 0,406 % 0,002
0,010 0,008 0,307 % 0,002 0,406 % 0,004

2 Cada valor de D corresponde a una media de, al menos, 4 réplicas; > S}, representa la desviacion estindar de la

media; © referencia [11].

También en el caso de esta ciclodextrina sustituida, la disminucién que experimenta su
coeficiente de difusién con el aumento de la concentracion es pequeno, siendo menor del 4%
para la temperatura de 298,15 K e inapreciable (0,5%) a la temperatura de 310,15 K. Es decir,
a ambas temperaturas, el efecto del aumento de viscosidad del medio provocado por una
mayor presencia de soluto, parece verse ampliamente contrarrestado por una disminucién de

la estructura del disolvente provocada, posiblemente, por un efecto del soluto presente. Tal
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situacién se traduce en que la disminucién en D sea mucho menos pronunciada de lo
esperado bajo la sola consideracién del efecto viscoso. Tal situacién estd mas acentuada a la
temperatura de 310,15 K, donde la disminuciéon que debe producirse en la estructura del

disolvente, tanto por el efecto térmico como por la accién de una posible mayor hidratacion

del soluto, compensa casi por completo el aumento de viscosidad del medio.

6.5.4.1. Influencia de la concentracion sobre el coeficiente de difusion

D= D"+ a ¢, alos datos de difusién de la HP-5-CD se obtuvo el valor correspondiente a su
coeficiente de difusién en disoluciéon acuosa, a concentracion infinitesimal. En la Figura 6.16

se muestra esta dependencia y en la tabla 6.19 se recogen los valores de los parametros del

De la aplicaciéon de un ajuste lineal, por el método de minimos cuadrados, del tipo

ajuste encontrados.
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Figura 6.16: Variacion con la concentracion, del coeficiente de difusion de la

hidroxipropil-f-ciclodextrina acuosa a diferentes temperaturas

Tabla 6.19. Parametros del ajuste lineal de los coeficientes de difusién de

HP-p-ciclodextrina con la concentracion, a diferentes temperaturas

D’ a

Temperatura 2
/K / (107 m*s™ / (dm’ mol™)
298,15 0,322 -1,50 0,999
310,15 0,408 -0,25 0,909
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Los valores encontrados, D’ = 0,322:10” m*s™a 298,15 K y D’= 0,408-10” m>s" a
310,15 K, estan en buena concordancia con los esperados a tenor de los resultados
anteriormente obtenidos para la f-CD. En efecto, por una parte se tiene que la HP--CD
tiene mayor peso molecular, por lo que debe esperarse un valor de D para esta ciclodextrina
sustituida inferior al de aquella; esto es, que ésta presente una menor movilidad. Por otra
parte, puesto que las disoluciones acuosas de la ciclodextrina sustituida presentan una mayor
viscosidad que las correspondientes a la ciclodextrina no sustituida, habra una mayor
resistencia a la difusiéon de la primera. Este efecto de aumento relativo de viscosidad, como
se recordard, estd mucho mas acentuado a la temperatura de 310,15 K, lo que justifica el
descenso tan pronunciado en el valor de D’ encontrado (del orden de un 12%) a dicha
temperatura. Este resultado parece venir a confirmar que debe haber una mayor presencia de
moléculas de agua en la esfera de hidratacion de la HP-§-CD a esta temperatura de 310,15 K,
con el consiguiente aumento de volumen de la entidad cinética, que difundirfa en un medio
menos estructurado (por efecto de una mayor agitaciéon térmica molecular) pero sin disponer
en dicha estructura de los suficientes “huecos” del tamafno adecuado al volumen de la

ciclodextrina sustituida e hidratada.

6.5.4.2. Influencia de la temperatura sobre el coeficiente de difusion

A través de la aplicaciéon de la ecuacién de Stokes-Einstein (ecuacion (6.1.2)), se
estimaron los valores del radio hidrodinamico de la molécula de HP-5-CD acuosa,
encontrando valores de 7298,15 K)= 0,76 nm y 7(310,15 K)= 0,80 nm, valores que son

superiores a los obtenidos para la f-CD.

A partir de ellos, se calcularon los correspondientes a los volumenes hidrodinamicos
molares de estas sustancias en estos medios, obteniendo valores de 1115 cm’ mol " a 298,15
Ky de 1317 cm’mol” a 310,15 K. Como puede verse, estos valores son superiores a los
calculados para la f-CD, en especial a la temperatura de 310,15 K, para la que las diferencias
son muy importantes, en consonancia con la idea de la presencia de una mayor hidratacién

para estas moléculas en estas circunstancias.

6.6. Resumen

El estudio de las propiedades seleccionadas (densidad, viscosidad, y difusién), relativo a

las disoluciones acuosas de -CD y HP--CD, permiti6 verificar que estas dos ciclodextrinas
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presentan un comportamiento diferente cuando se encuentran en estos medios acuosos, tal

como cabria esperar en base a sus diferentes estructuras y pesos moleculares.

A ambas temperaturas se verificé que las disoluciones de HP-§-CD son mas densas que
las equivalentes de f-CD, presentando la primera de ellas, no obstante, un volumen molar
parcial a concentracion infinitesimal mucho mas elevado; es decir, la aportacion al volumen
de la disolucién que realiza un mol de HP-6-CD es mayor que la que realiza un mol de la

p-CD. Este hecho, unido al signo positivo encontrado para la pendiente de la representacion
de @, con la concentracion de HP-$-CD, sugiere que este soluto interacciona fuertemente

con las moléculas de agua, incorporando un nimero relativamente importante de éstas a su

esfera de hidratacion.

En cuanto a las viscosidades, se comprobé que ambos compuestos presentan valores
positivos y elevados del coeficiente B, tal como se esperaria para compuestos de elevado
peso molecular. Esta circunstancia se ha relacionado con un caracter formador (“structure
mafking’) de la estructura del agua. Dado que los valores de B encontrados para la HP--CD
son superiores a los de f-CD, esto revela que la primera posee una mayor capacidad de
interacciéon con el disolvente, lo que apoya la idea de una mayor hidrataciéon de esta
ciclodextrina sustituida. Para obtener confirmacién respecto a esta hipotesis, se ha verificado
el valor presentado por el cociente entre el valor del coeficiente B de la ecuaciéon de Jones-
Dole y el volumen molar aparente a concentracion infinitesimal y se han obtenido valores

similares para estos solutos a la temperatura estandar. A la temperatura fisiologica los valores

de B/ \/_20 encontrados para la HP-$-CD son superiores a los de §-CD.

No obstante lo antetior, el anélisis de la vatiacion dB/dT, arroj6 valores positivos de este
parametro, en especial para la HP-S-CD. Tal resultado se identifica, habitualmente, con
compuestos rompedores (“structure breaking’) de la estructura del agua, lo que esta en
oposicién al resultado obtenido del andlisis del coeficiente B. Esta contradiccién ha de
analizarse con prudencia. Por una parte, las teorfas sobre caracter formador o rompedor de
estructuras, estan dirigidas hacia las disoluciones de electrdlitos y las ciclodextrinas no lo son,
aunque posean un momento dipolar permanente. Por otra parte, tal como postulan diversos
especialistas en el estudio de las disoluciones de electrdlitos, no existe una teorfa definitiva
que relacione de manera totalmente satisfactoria el coeficiente B de viscosidad y los efectos

de los iones sobre la estructura del agua en la disolucién.

Respecto a la difusién de estas especies en disolucién acuosa se comprobd que los

coeficientes de difusion siguen la tendencia ya observada en las otras propiedades estudiadas.
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Es decir, la HP-3-CD es la que presenta un coeficiente de difusién mas bajo, lo que es
consistente, por una parte, con una mayor masa molecular y un mayor radio hidrodinamico vy,
por otra parte, con el hecho de que sus disoluciones son mas viscosas, por lo que presentan

una mayor resistencia al movimiento.

En cuanto al analisis de los valores encontrados para el coeficiente de difusiéon de ambas
ciclodextrinas, se observa que éstos son pequefios y poco influenciados por el aumento de la
concentracion de la disolucion, independientemente de cual sea la temperatura que se
considere. Este comportamiento sugiere que el gran tamano de las moléculas de ambas
ciclodextrinas y, en consecuencia, la necesidad de encontrar “huecos” en la estructura de la
disolucién que posean el tamano adecuado, condiciona, principalmente, su difusion a través

de la disolucién, por encima de cualquiera otra circunstancia.

Los valores estimados para los radios hidrodinamicos, de acuerdo al modelo de Stokes-
Einstein y los volimenes hidrodinamicos calculados en base a aquellos, confirman un
tamafo de la entidad cinética HP-g-CD-agua bastante superior al de la entidad f-CD-agua, en
especial a la temperatura de 310,15 K, lo que refuerza la idea de una mayor hidrataciéon de la

ciclodextrina sustituida.

119



Capitulo 6

Referencias bibliograficas

[1]

[10]

[11]

[12]

120

Saltzman W. M., “Drug Delivery- Engineering principles for drug therapy”, Oxforfd
University Press (2001).

Thomas G., “Medicinal Chemistry: An introduction”, 2nd Edition; Wiley-Interscience,
(2007) 44-40.

Zhou H., “Water insoluble drug formulation”, CRC Press, chp. 5 (2008) 91-100.

Brewster M. E., Loftsson T., “Cyclodextrins as pharmacentical solubilizers”, Adv. Drug
Deliver. Rev., 59 (2007) 645—660.

Uekama K., Hirayama F., Irie T., “Cyclodextrin Drug Carrier Systems”, Chem. Rev., 98
(1998) 2045-2076.

Davis M. E., Brewster M. E., “Cyclodextrin-based pharmacentics: past, present and future”,
Nat. Rev. Drug Discov., 3 (2004) 1023-1035.

Loftsson T., Duchéne D., “Cyclodextrins and their pharmacentical applications”, Int. J.
Pharm., 329 (2007) 1-11.

Vyas A., Saraf S., “Cyclodextrin based novel drug delivery systems”, ]. Incl. Phenom.
Macrocycl. Chem., 62 (2008) 23—42.

Li J., Loh X. ]..”Cyclodextrin-based supramolecular architectures: Syntheses, structures, and
applications for drug and gene delivery”’, Adv. Drug Deliver. Rev., 60 (2008) 1000-1017.

Paduano L., Sartorio R., Vitagliano V., Costantino L., “Diffusion properties of cyclodextrins
in agueous solution at 25° C, ]. Solution Chem., 19 (1990) 31-39.

Ribeiro A. C. F., Leaist D. G., Lobo V. M. M.; Esteso M. A., Valente A. J. M., Santos
C. L A. V. Cabral A. M. T. D. P. V., Veiga F. J. B., “Binary mutual diffusion coefficients of
aqueous solutions of [f-cyclodextrin at temperatures from 298.15 K to 312.15 K”, J. Chem. Eng.
Data, 51 (2006) 1368-1371.

Ribeiro A. C. F., Valente A. J. M., Santos C. I. A. V., Prazeres P. M. R. A., Lobo V. M.

M., Burrows H. D., Esteso M. A., Cabral A. M. T. D. P. V., Veiga F. J. B., “Binary
mutual diffusion coefficients of aqueous solutions of a-cyclodextrin, 2-hydroxypropyl-a-cyclodextrin
and 2-hydroxypropyl-fS-cyclodextrin at temperatures from 298.15 to 312.15 K”, J. Chem. Eng.
Data, 52 (2007) 586-590.



[13]

[14]

[10]

[17]

18]

[19]

[20]

23]

[24]

25]

Caracterizacion de propiedades fisicoquimicas de farmacos en disolucion acuosa

Leaist D. G., Hui L., “Intradiffusion coefficients and integral mutual diffusion coefficients of dilute
associating solutes are identical. Caffeine in water”, ]. Phys. Chem., 94 (1990) 8741-8744.

Cesaro A., Russo E., Crescenzl V., “Thermodynamics of caffeine agueons solutions”, J. Phys.

Chem., 80 (1976) 335-339.

Sinha B., Roy P. K., Sarkar B. K., Brahman D., Roy M. N., “Apparent molar volumes and
viscosity B-coefficients of caffeine in aqueous thorium nitrate solutions at'T' = (298.15, 308.15 and
318.15) K7, J. Chem. Therm., 42 (2010) 380-386.

Ribeiro A. C. F., Barros M. C. F., Lobo V. M. M., Quintanilla G., Esteso M. A.,
“Diffusion coefficients of the ternary system calcinm chloride -caffeine-water at 25 °C and 37 ‘C”, J.
Chem. Eng. Data, 55 (2) (2010) 897-900.

Ribeiro A. C. F., Simdes S. M. N., Lobo V. M. M., Cabral A. M. T. D. P. V., Veiga F.
J. B, Esteso M. A.., “Diffusion coefficients of copper chloride plus theophylline plus water at
temperatures of (298 and 310) K”, J. Chem. Eng. Data, 55 (6) (2010) 2192-2194.

Stevens G., “Diuretics: Chemistry and Pharmacology”, Academic Press, New York (1963).

Masson D. O., “Solute molecular volumes in relation to solvation and ionization”, Phil. Mag., 8

(7) (1929) 218-235.

Spiro M., Grandoso D. M., Price W. E., “Protonation constant of caffeine in aqueons
solution”, J. Chem. Soc. Faraday Trans. I, 85 (12) (1989) 4259-4267.

Falk M., Gil M., Iza N. “Self-association of caffeine in agueons solution: an FT-IR study”, Can.
J. Chem., 68 (1990) 1293-1299.

Franks F., Smith H. T., “Volumetric properties of alcobols in dilute aqueous solutions”, Trans.

Faraday Soc., 64 (1968) 2962-2972.

Franks F., Smith H. T., “Precision densities of dilute aqueons solutions of the isomeric butanols”,

J. Chem. Eng. Data, 13 (1968) 538-541.

Franks F., Desnoyers J. E., in “Water Science Revien”, Eds. Cambridge Univ. Press,
(1985) 171-232.

Frank H. S., Evans M. W., “Free volume and entropy in condensed systems. IlI. Entropy in
binary liguid mixctures; partial molal entropy in dilute solutions; structure and thermodynamics in

aqueous electrolytes”, J. Chem. Phys., 13 (1945) 507-532.

121



Capitulo 6

[20]

[30]

31]

32]

39]

[40]

122

Keronei P. K., “Intermolecular Interactions in Aqueous Binary Mixtures of Non-electrolytes”.

Thesis, University of Auckland, New Zealand, (1995).

Franks F., Reid D. S., en “Water: A Comprebensive Treatise”, Vol. 2. Franks F., Ed.
Plenum Press, New York (1973) 330-374.

Jones G., Dole M., “The viscosity of aqueons solutions of strong electrolytes with special reference
to barium chloride”, ]. Am. Chem. Soc., 51 (1929) 2950-2964.

Price W. E., Trickett K. A., Harris K. R., “Assoczation of caffeine in aqueous solution. Effects
on caffeine intradiffusion”, J. Chem. Soc. Faraday Trans. I, 85 (1989) 3281-3288.

Nightingale E. R., en “Chemical Physics of electrolyte solutions”, Conway B. E., Barradas R.
G., Eds., Wiley, New York, (1966) 87.

Marcus Y., “Effect of ions on the structure of water: Structure making and breaking”’, Chem.
Rev., 109 (2009) 1346-1370.

Zhao H., “Viscosity B-coefficients and standard partial molar volumes of amino acids, and their

roles in interpreting the protein (engyme) stabilization”, Biophys. Chem., 122 (2006) 157—-183.

Thompson P. T., Fisher B., Wood R. H., “Viscosities of Solutions of Electrolytes and Non-
Electrolytes in Ethylene Carbonate at 40° C, J. Sol. Chem., 11 (1) (1982) 1-15.

Einstein A., “On the movement of small particles suspended in a stationary liguid demanded by
the molecular kinetic theory of hea”, Ann. Phys., 17 (1905) 549-560.

Einstein A., “Omn the theory of the brownian movement.”, Ann. Phys., 19 (1906) 371-381.

Einstein A., “’A new determination of molecular dimensions.”’, Ann. Phys., 19 (1906) 289-300;
Corrections Ann.d.Phys., 34 (1911) 591-592 .

Einstein A., “Theoretical observations on the Brownian motion.”, Zeit. Elektrochemie, 13

(1907) 41-42.

Einstein A., “The elementary theory of the Brownian motion.”, Zeit. .Elektrochemie, 14
(1908) 235-239.

Sutherland W., “Dynamical theory of diffusion for non-electrolytes and the molecular mass of
albumin”, Phil. Mag., 9 (1905) 781-785.

Erdey-Gruz T., “Transport phenomena in aqueons solutions”, 2nd Ed. Adam Hilger.
London (1974).



Caracterizacion de propiedades fisicoquimicas de farmacos en disolucion acuosa

Swindells J. F., Coe J. R., Godfrey T. B., “Absolute viscosity of water at 20°C”, ]. Res. Nat.
Bur. Stand., 48 (1952) 1-31.

Coe J. R., Godfrey T. B., “iscosity of water”, J. Appl. Phys., 15 (1944) 625- 626.

Weber W., “Die temperatur abhangigheit der Viskositit der Wassers zwischen 0 and 40 C, Z.
Angew. Phys., 7 (1955) 96 in “CRC Handbook of Chemistry and Physics”, 69" Edition,
CRC Press (1988-1989).

Nishijo J., Yonetani 1., Tagahara K., Suzuta Y., Iwamoto E., “Influence of temperatura
and ionization on self association of theophylline in aqueons solution. Studies by '-HRMN,
Chem. Pharm. Bull., 34 (11) (1986) 4451-4456.

Bender M. L., Komiyama M., “Cyclodextrin chemistry”, Springer-Verlag, Berlin (1978).
Szejtli J.,“ Cyclodexctrins and their inclusion complexes”, Akademiai Kiado, Budapest (1982).

Milioto S., Bakshi M. S., Crisantino R., De Lisi R., “Thermodynaniic properties of water—-
cyclodexctrin-dodecylsurfactant ternary systems”, J. Sol. Chem., 24 (2) (1995) 103-120.

Redlich O., “Molar volumes of solute I1”’, J. Phys. Chem., 44 (5) (1940) 619-629.

Stezowski J. J., Jogun K. H., Eckle E., Bartels K., “Dimeric f-cyclodextrin complexes may
mimic membrane diffusion transport’, Nature, 274 (1978) 617-619.

Miyajima K., Sawada M., Nakagaki M., “1Zscosity B-coefficients, apparent molar volumes,

and activity coefficients for a- and y -cyclodextrins in agueous solutions”, Bull. Chem. Soc. Jpn.,

56 (1983) 3556-3560.

Thomas D. G., “Transport characteristics of suspension: V1. A note on the viscosity of

newtonian suspensions of uniform spherical particles, J. Colloid Sci., 20 (1965) 267-277.

Donald H., Jenkins B., Marcus Y., “1Zscosity B-coefficients of ions in solution”, Chem. Rev.,
95 (8) (1995) 2695-2724.

Castronuovo G., Niccoli M., “The influence of cosolvents on hydrophilic and hydrophobic
interactions. Calorimetric studies of parent and alkylated cyclomaltooligosaccharides in concentrated

aqueous solutions of ethanol or nrea**, Carbohydrate Research, 343 (16) (2008) 2771-2775.

Glasstone S., Laidler K. J., Eyring H., “Theory of Rate Processes”, McGraw-Hill, New
York, (1941) Chp. 9.

Longsworth. L. G., “Temperature dependence of diffusion in aqueous solutions”, J. Phys.
Chem., 58 (1954) 770-773.

123



Capitulo 6

[56]  Evans D. F., Tominaga T., Chan C., “Diffusion of symmetrical and spherical solutes in proti,
aprotic and hydrocarbon solvents”, ]. Sol. Chem., 8 (1979) 461-478.

124



Capitulo 7

Influencia de las ciclodextrinas en las
propiedades fisicoquimicas de las
metilxantinas en disolucion acuosa

La complejacion de farmacos con solutos macromoleculares, con el objeto de obtener su
eficacia terapéutica 6ptima, es un tema que ha sido ampliamente investigado. Sin embargo,
aunque es bien conocido que, en general, el uso de ciclodextrinas para llevar a efecto dicha
complejaciéon  permite modificar las propiedades fisico-quimicas de wun farmaco,
proporcionando el aumento de su solubilidad y biodisponibilidad, muy pocos estudios
realizados hasta el momento han tratado de caracterizar de qué manera ocurre ese cambio.
Dado que las metilxantinas, que son objeto de este estudio de Tesis Doctoral, la cafeina y la
teofilina, poseen una baja solubilidad en agua, es importante saber de qué manera ocurre la
modulacién de las propiedades de sus disoluciones acuosas en presencia de las ciclodextrinas
y asi determinar si éstas podran tener interés para el desarrollo de un sistema de liberacion

controlada de estos farmacos.

El objetivo buscado a través de la obtencién de los datos experimentales que se
presentan en este capitulo, es estudiar el efecto de la adicién de f-ciclodextrina (5-CD) y de
hidroxipropil-g-ciclodextrina (HP-f-CD) sobre las propiedades de las disoluciones acuosas de
cafeina y teofilina. I.a formacién de complejos entre las ciclodextrinas y las metilxantinas ha
sido estudiada utilizando diferentes técnicas experimentales [1-7]. Sin embargo, estos
estudios se han realizado a temperaturas distintas de la fisiologica, por lo que sigue faltando
informacién respecto al comportamiento de estos sistemas a esa temperatura, que es de
fundamental importancia debido, principalmente, a las muchas aplicaciones farmacéuticas de
estos compuestos. En la tabla 7.1 se presenta una recopilacién de valores de las constantes de
equilibrio para complejos de inclusion 1:1 (ciclodextrina/molécula huésped) recogidas en la

literatura cientifica.
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Observando la tabla 7.1 se aprecia facilmente, en primer lugar, que los diferentes datos
obtenidos por los distintos autores para estas constantes de estabilidad, en bastantes
ocasiones son contradictorios. En efecto, dependiendo del método experimental utilizado y
del medio acuoso empleado, los valores reportados para estas constantes de estabilidad son
bastante diferentes entre si. Como una posible justificaciéon a estas marcadas discrepancias,
puede esgrimirse el hecho de que las condiciones de medida en cada caso son, también,
bastante diferentes. Y asi, mientras que un ensayo de solubilidad se realiza en disolucion
saturada del farmaco, obteniéndose una variacion de la solubilidad de este tltimo frente a la
adicién de la ciclodextrina, las medidas espectroscopicas se realizan en disoluciones poco
concentradas. Es, quizas, por estas circunstancias que los resultados obtenidos presentan

discrepancias tan marcadas.

Tabla 7.1: Datos publicados acerca de las constantes de estabilidad

de complejos de cafeina y teofilina con ciclodextrinas (CD).

Complejo Log K Entorno experimental Método Referencia
T/K Medio acuoso
. Tampon . ,
p-CD-cafeina 2,23 293 Britton-Robinson Fluorimetria 1
Calorimettia
148 298 Agua Solubilidad 2,3
HP-g-CD-cafeina 2,60 293 . Tampor} Fluorimetria 1
Britton-Robinson
Tampon fosfato .
2,85 303 (PH=7.4) Solubilidad 4
2,46 298 - Fluorescencia 5
UV + Ensayos
) 298 Agua Solubilidad 3
p-CD-teofilina 0,21 293 Agua Solubilidad 6
Tampoén . .
2,11 293 Britton-Robinson Fluorimetria 1
0,26 298 Agua Solubilidad 7
HP-A-CD-teofilina 2,37 293 _ Tampon Fluorimetria 1
Britton-Robinson
- 298 Agua Solubilidad 7

Es un hecho aceptado que, en disolucién acuosa, las moléculas de ciclodextrina forman
complejos de inclusion, en los que las moléculas de agua situadas en el interior de la cavidad
central hidrofébica se sustituyen por una molécula huésped (o por una parte de dicha

molécula) que posee caracter hidrofébico, como es el caso de una molécula de un farmaco.
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Por otra parte, se acepta también que los grupos hidroxilo situados en la superficie exterior
de la molécula de ciclodextrina poseen capacidad para formar enlaces, bien con otras
moléculas o bien con la propia molécula de ciclodextrina. Loftsson e a/. [8, 9] han propuesto
que, en disoluciones acuosas saturadas, pueden coexistit complejos ciclodextrina/molécula
huésped de inclusién y de no inclusion, para explicar por qué el valor de la constante de
equilibrio de formacién de estos complejos es, en ocasiones, dependiente de la concentracién
y por qué su valor numérico es, con frecuencia, también dependiente del método aplicado.
Sobre la base de las consideraciones anteriores se puede encontrar justificacién a las enormes

discrepancias que aparecen entre los diferentes datos que se presentan en la tabla 7.1.

De la observaciéon de la tabla 7.1 se desprende, también, que la mayor parte de las
investigaciones realizadas acerca de la formacién de complejos de inclusion de ciclodextrinas
con estas metilxantinas (cafeina y teofilina), se ha realizado a la temperatura estandar (298,15
K), siendo muy pocas las medidas realizadas a temperaturas diferentes. Esta misma tendencia
aparece cuando se observan los datos recogidos de la bibliograffa acerca de otros sistemas
ciclodextrina/farmaco estudiados. Aunque es de esperar que a una temperatura mas elevada
las interacciones entre las moléculas sean mas débiles y eso se refleje en las constantes de

estabilidad de los complejos, es importante conocer y constatar si, no obstante, a la

b
temperatura fisiolégica ocurre formaciéon de complejos y cual es la influencia del entorno
experimental (temperatura, disolvente, presencia de otros compuestos en la disolucion) en
esta formacién de complejos. Ademas, es igualmente importante conocer si la variacion de la

temperatura produce el mismo efecto sobre la asociacién cuando se manejan diferentes

ciclodextrinas.

En ese sentido, en este trabajo de Tesis Doctoral se aborda este tema utilizando técnicas
menos habituales a las hasta ahora usadas, recurriendo a analizar la variacién de algunas
propiedades termodinamicas y de transporte de disoluciones acuosas que incluyen estas
sustancias para, a partir de dicha variacidn, explicar las posibles interacciones que ocurren
entre las ciclodextrinas y las moléculas de farmaco. Las propiedades seleccionadas han sido:
densidad, volumen molar aparente, viscosidad y difusion mutua. Las medidas se han
realizado sobre disoluciones acuosas de las metilxantinas, cafeina y teofilina (en un rango de
concentraciones de la metilxantina comprendido entre 0,5 y 10 mM), en presencia de f-CD'y
HP-4-CD (a una concentracion siempre constante de cada una de estas ciclodextrinas). Las

medidas se llevaron a efecto a las temperaturas de 298,15 y 310,15 K.
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7.1. Caracterizaciéon de las interacciones entre las ciclodextrinas y la cafeina en

disolucion acuosa

Como se ha indicado en un capitulo precedente de esta Memoria de Tesis Doctoral, la
caracterizacion de las interacciones entre solutos en disolucion acuosa, a nivel molecular, se
puede llevar a efecto con buena precision, a través del analisis de propiedades tales como el
volumen molar parcial aparente. De hecho, a través de esta propiedad termodinamica, se
puede obtener una informacién muy valiosa sobre las interacciones que tienen lugar tanto
entre solutos en disolucién, como entre un soluto y el disolvente, al tiempo que analizar
como se alteran las interacciones de un soluto con el disolvente cuando se cambian las

caracteristicas fisico-quimicas de dicho disolvente.

Pero también a través del estudio y analisis de propiedades de transporte, tales como la
viscosidad y el coeficiente de difusion, es posible obtener una buena perspectiva del tipo de
interacciones que ocurren en la disolucién acuosa y de cémo éstas van cambiando en funcién

de las variaciones inducidas en la disolucion.

Asumiendo que se puede formar un complejo del tipo 1:1 entre una molécula de
ciclodextrina y una molécula de cafeina y que dicha formacién es el resultado de una
interaccion que se puede representar a través del esquema de la figura 7.1, el proceso de

asociacion viene dado por

K
CD + Caf & CD-Caf (7.1.1)

donde CD representa a la ciclodextrina, Cafa la cafeina y K es la correspondiente constante

de equilibrio.

Figura 7.1. Representacion esquematica de la posible interaccion entre una molécula

de cafeina y una molécula de f-ciclodextrina (6-CD) en medio acuoso [10]
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La cuantificaciéon del orden de esta asociacion, sea o no de inclusién, puede realizarse a
través de la obtencion de los valores de estas constantes de equilibrio de asociacion, que dan
origen a la formacién del complejo, y del analisis de la variacion de estos valores en funcién
de los cambios en las caracteristicas del medio en el que se produce la formacién de dicha
estructura compleja. Asimismo, dado que la formacioén de complejos en la disoluciéon acuosa,
a consecuencia de la asociacion de moléculas de los solutos, se refleja en las propiedades
fisicoquimicas de la disolucion, el analisis de los cambios que ocurren en los valores de estas
propiedades fisicoquimicas constituye un camino alternativo para la pretendida cuantificacion

del fenémeno de formacién del complejo que se pretende estudiar.

7.1.1. Volimenes molares aparentes

En un sistema multicomponente, los valores de sus propiedades fisicoquimicas vienen
determinadas por los de las propiedades molares parciales aparentes de cada uno de los
componentes de la mezcla. Asi, en un sistema compuesto por una mezcla de componentes, y
de acuerdo al modelo aplicado por Terekhova e al [11-12] a sistemas similares, y
anteriormente descrito en el capitulo 2, para un modelo de complejo 1:1 formado entre la

ciclodextrina y la cafeina, el volumen molar aparente, @,, que se determina

experimentalmente para la disolucién, puede ser expresado en funcién de los volumenes de
todas las especies libres y asociadas presentes en el sistema, segun la ecuacion (2.2.7) del

capitulo 2

A ¢ +Kg, .m
1+ Km

donde @, ; y @, . son, respectivamente, los volimenes molares aparentes de las especies

libres y totalmente asociadas, K la constante del equilibrio de complejacion y 7 la
concentracion total de la especie. Las contribuciones correspondientes a la protonacién y a la

ionizacion de las moléculas de cafefna no se han tenido en cuenta para dicho volumen.

Con el fin de poder realizar la estimacion de los valores de la constante de equilibrio, K, a
partir de los volumenes molares aparentes de las especies en disolucién acuosa, se llevaron a
cabo medidas de la densidad de disoluciones acuosas de cafeina en presencia de una
concentracion constante de la ciclodextrina. El calculo de los correspondientes volumenes
molares aparentes se realiz6 mediante la ecuacién (2.1.8) (capitulo 2), considerando como un

disolvente mixto a la mezcla agua + ciclodextrina. Los valores de este parametro
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proporcionan informacion respecto a las interacciones entre soluto y disolvente. En las tablas

7.2 y 7.3 se presentan, respectivamente, los resultados correspondientes a la cafefna en

presencia de f-CD y de HP-g-CD, en condiciones experimentales analogas. Los valores

encontrados para la desviacién estandar de las medidas de densidad son inferiores, en todos

los casos, a 4,5 x 10°, por lo que la incertidumbre asociada al calculo de los volumenes

molares aparentes es siempre inferior al 4%.

Tabla 7.2. Densidades, p, y volumenes molares apatentes, @, , para las disoluciones

acuosas de cafeina en presencia de f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K

T=298,15K T=310,15K
103 726-CD 103 M cafeina P ¢V P ﬂ/
/(mol kg /(mol kg /(g cm™) /(cm? mol) /(g cm™) /(cm? mol)

0,465996 5,05840 0,997272 150,34 0,993547 168,15
0,465996 1,01168 0,997298 146,44 0,993576 152,58
0,465996 4,04672 0,997457 143,14 0,993738 144,19
0,465996 8,06119 0,997657 143,88 0,993928 145,80
0,465996 10,1168 0,997780 141,92 0,994027 145,99
0,931992 5,05840 0,997471 147,01 0,993743 162,82
0,931992 1,01168 0,997498 144,72 0,993772 150,15
0,931992 4,04672 0,997659 141,99 0,993950 139,61
0,931992 8,09343 0,997878 141,17 0,994152 142,18
0,931992 10,1168 0,998000 139,69 0,994258 142,13
3,70056 5,05840 0,998655 141,49 0,994898 150,04
3,70056 1,01168 0,998689 135,16 0,994926 145,15
3,70056 4,04672 0,998878 132,55 0,995103 138,32
3,70056 8,09343 0,999119 133,67 0,995317 140,05
3,70056 10,1168 0,999228 134,94 0,995435 139,27
7,26405 5,05840 1,00018, 131,58 0,996380 142,71
7,26405 1,01168 1,00021, 133,15 0,996409 140,25
7,26405 4,04672 1,00040, 131,73 0,996589 136,45
7,26405 8,09343 1,000035 133,93 0,996802 139,14
7,26405 10,1168 1,00077, 132,38 0,996928 137,08
9,18286 5,05840 1,001003 121,77 0,997179 137,70
9,18286 1,01168 1,001039 122,17 0,997211 134,07
9,18286 4,04672 1,00123 126,93 0,997400 132,61
9,18286 8,09343 1,001485 129,99 0,997641 133,77
9,18286 10,1168 1,001609 130,47 0,997760 134,05
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Tabla 7.3. Densidades, p, y volumenes molares apatentes, @, , para las disoluciones acuosas

de cafeina en presencia de hidroxipropil-g-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K

T= 298,15 K T= 310,15 K
103 wrpp.cp 103 #teaiina P A P A
[molkg)  /Gmolkg)  /@em)  jemdmo) /@MY (et mol)
0,417997 0,505840 0,997297 137,16 0,993559 160,48
0,417997 1,01168 0,997319 144,27 0,993586 150,52
0,417997 404672 0,997472 143,97 0,993737 146,39
0,417997 8,09343 0,997675 144,13 0,993938 145,72
0,417997 10,1168 0,997772 144,60 0,994030 146,43
0,835994 0,505840 0,997509 141,60 0,993768 155,93
0,835994 1,01168 0,997534 143,90 0,993791 152,98
0.835994 404672 0.997681 14535 0.993941 147,06
0.835994 8,09343 0.997880 145,23 0.994134 147,09
0,835994 1,01168 0,997989 144,25 0,994249 145,20
3,34398 0,505840 0.998782 143,79 0.995012 152,67
3,34398 1,01168 0,998803 147,41 0,995038 148,64
3,34398 4,04672 0,998951 145,98 0,995183 147,33
3.34398 8,09343 0.999144 146,36 0.995378 146,85
3,34398 1,01168 0,999255 14491 0,995492 145,13
6,68795 0,505840 1,00047 145,71 0.996671 149,53
6,68795 1,01168 1,00050, 146,79 0.996697 14591
6,68795 4,04672 1,00064 146,65 0,996844 146,11
6,68795 8,09343 1,000834 146,66 0,997042 145,81
6,68795 1,01168 1,00095¢ 145,04 0,997147 145,12
8,35994 0,505840 1,001325 150,31 0,997502 144,59
8,35994 1,01168 1,00135, 146,49 0,997528 143,80
8,35994 404672 1,00149; 146,97 0,997677 144.83
8,35994 8,09343 1,001685 146,42 0,997875 145,17
8,35994 101168 1,00179, 145,17 0,997979 144,76

Para la cafeina en presencia de ambas ciclodextrinas, los valores que se han encontrado
pata @, son positivos y elevados y, en general, supetiores a los que la cafeina pura presenta
en disolucién acuosa, a excepcion de las mezclas ternarias de cafeina con f-CD a las
concentraciones mas elevadas, principalmente para la concentracion de f-CD 10 mM.
Respecto a los cambios con la temperatura, se observa que el aumento de la temperatura

incrementa los valores de los volimenes molares aparentes, aunque ese incremento ocurre de
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manera distinta dependiendo de la naturaleza de la ciclodextrina presente en la disolucién, lo

que indica la existencia de tipos de interacciones diferentes, en disolucion acuosa.

Este comportamiento puede justificarse teniendo en cuenta que las moléculas de
ciclodextrina, debido a su cavidad hidrofébica, ofrecen a la molécula huésped (cafeina) un
entorno adecuado para que se produzca interacciéon y se formen complejos de inclusion.
Ademas de esto, hay que considerar también que el exterior de ambas ciclodextrinas es
compatible con el agua y permite que ocurran interacciones cohesivas con ella por puentes
de hidrégeno. Tales sucesos disminuyen la posibilidad de que se produzca la auto-asociacion
entre las moléculas de cafeina y potencian el predominio de las interacciones entre ésta y el
co-disolvente (la ciclodextrina), conduciendo a una disminucién del volumen neto de la

disolucién.

Este efecto se acentua con la mayor presencia de ciclodextrina en el medio. Cuando
aumenta la temperatura, los huecos en el entorno ordenado del disolvente aumentan su
tamafo, dando como resultado un mejor ajuste de los complejos estructurados de los solutos
en el seno del disolvente y, en consecuencia, produciendo una disminucién relativa de la
contribucién predominantemente hidrofébica cafeina-ciclodextrina en beneficio de la
interaccién hidrofilica cafeina-agua, con el consiguiente aumento significativo del volumen

molar aparente de la cafeina con la temperatura.

La aplicacion de la ecuacion (2.1.10) (capitulo 2) permite obtener, ademas, los valores de

estos volimenes molares aparentes (volimenes molares parciales) a concentracion
. . . 0 s,
infinitesimal, ¢, . Estos valores se presentan en la tabla 7.4. De la comparacién entre estos

valores, a concentracion infinitesimal, en agua + ciclodextrina y los correspondientes a los
que la cafeina presenta en agua, se calculan los valores correspondientes a sus volimenes
molares parciales de transferencia [13], segun la ecuacion (2.2.3) (capitulo 2), aplicada al caso

estudiado
A¢\? = [¢\? (CDacuosa) ﬁ?(agua)] (712)

En la tabla 7.4 se presentan los valores calculados para estos volumenes molares parciales
de la transferencia de la cafeina desde agua hasta el disolvente mixto con presencia de las
diferentes ciclodextrinas estudiadas, a 298,15 K y 310,15 K. Dado que a concentracién
infinitesimal no tienen lugar interacciones entre las moléculas de los solutos, los volumenes
de transferencia observados son el resultado, tan solo, de las interacciones existentes entre

moléculas de soluto y moléculas del disolvente.
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, . ., . . 0 ,
Tabla 7.4. Volumenes molares parciales a concentracion infinitesimal, ¢, , y volimenes

. . 0 . .
molares parciales de transferencia, A¢, , para disoluciones acuosas

de cafeina en presencia de ciclodextrinas, a 298,15 K y 310,15 K.

103 iﬂﬂ_cp ¢\? Aﬁ? 103 mHP-ﬁ-CD ¢\? Aﬂ?
/(mol kg!) /(cm? mol!)  /(cm? molt) /(mol kg) /(cm3 mol) /(cm? mol)

T = 298,15 K
0,000000 143,5 (£ 0,6)
0,465996 150,4 (+ 1,8) 6,95 0,417997 139,1 (+ 2,8) 4,40
0,931992 148,0 (+ 0,8) 451 0,835994 142,2 (+1,3) 1,30
3,70056 139,5 (£ 3,1) -3,98 3,34398 1455 (£ 1,6) 2,04
7,26405 131,9 (+ 1,6) 11,60 6,68795 146,6 (+ 0,8) 3,07
9,18286 118,9 (+ 0,5) 24,62 8,35994 149,7 (£ 1,5) 6,21
T = 310,15 K
0,000000 148,5 (£ 0,6)
0,465996 165,3 (+ 7,1) 16,83 0,417997 158,9 (+ 4,2) 10,44
0,931992 161,1 (+ 6,5) 12,60 0,835994 157,4 (£ 1,7) 8,02
3,70056 150,5 (£ 3,2) 2,02 3,34398 152,6 (£ 1,5) 416
7,26405 142,3 (+ 2,0) 6,18 6,68795 148,8 (+ 1,4) 0,30
9,18286 136,4 (+ 1,8) 12,04 8,35994 144,0 (£ 0,4) 4,46

Los valores que aparecen entre paréntesis corresponden a las desviaciones estindar

Se observa que en presencia de f-CD los valores de A@’ son positivos a bajas

concentraciones de la ciclodextrina y que estos valores van decreciendo con el aumento de la
concentracion de la ciclodextrina hasta tornarse negativos, a ambas temperaturas. Por el

contrario, en presencia de HP--CD, este mismo comportamiento solo se presenta en la
temperatura mayor (310,15 K), observandose que a 298,15 K los valores de Aﬁ exhiben un
comportamiento opuesto.

Como ya se indic6 con anterioridad, la disminucién de volumen de la disolucién como

consecuencia, principalmente, de la formaciéon de los complejos de inclusién cafeina-

ciclodextrina, se acentia a medida que aumenta la presencia de ésta ultima, lo que hace que
0 . .
los valores de Ag, lleguen a tornarse negativos con el aumento en el medio de la

concentracion de la ciclodextrina.

133



Capitulo 7

El comportamiento opuesto que se observa, a 298,15 K, para la cafeina en presencia de
HP-6-CD, indica que el efecto de disminuciéon del volumen de la disolucién como
consecuencia, principalmente, de la formacién de complejos de inclusiéon comentada en el
parrafo anterior, no es suficiente para contrarrestar el pronunciado aumento de volumen
derivado de la gran afinidad de la HP-f-CD hacia las moléculas de agua (analizado en el
capitulo precedente). En consecuencia, el aumento de la concentracién de esta ciclodextrina
en el medio, contribuye a que el desequilibrio se acentie con el consiguiente aumento
progresivo del volumen de la disolucién y, por ende, del volumen molar aparente de la
cafeina en la mezcla agua + HP-4-CD. El aumento de temperatura hasta los 310,15 K, como
se vio entonces, produce un efecto amortiguador importante en el aumento del volumen de
la disolucién, a consecuencia de la hidratacién de la HP-4-CD, provocando que comience a
prevalecer el efecto de disminucién de volumen derivado de la formaciéon del complejo de
inclusién y, consecuentemente, que se observe una disminuciéon del volumen molar aparente

de la cafeina en esta mezcla, con la concentracién del co-disolvente (HP-6-CD).

Los cambios de volumen que sufre un soluto cuando es transferido desde el agua a un
disolvente mixto, pueden explicarse recurriendo al modelo de superposicion de esferas de
hidratacién desarrollado por Friedman y Krishnan [14]. Segin este modelo, la superposicion
de las esferas de hidratacién de dos solutos presentes en una disolucién produce un efecto de
destruccion parcial de estas esferas de hidratacion. Cuando se superponen las esferas de
hidrataciéon de dos especies ionicas, esta destruccion parcial de las esferas da como resultado
un aumento neto del volumen de la disolucién. Por el contrario, cuando se produce el
solapamiento de esferas de hidrataciéon de dos grupos hidréfobos, o bien de un grupo
hidréfobo y un grupo iénico, la destruccion que se produce en las esferas de hidratacion de

los solutos lleva a una disminucién neta del volumen de la disolucion.

Si se analiza el tipo de interacciones que pueden ocurrir entre las moléculas de cafeina y
las moléculas de ciclodextrina en disolucién acuosa, éstas se pueden clasificar en los cuatro

grupos siguientes [15]:

1- Interacciones de tipo hidrofilico-idnico, que se producen entre los grupos OH
superficiales de la molécula de ciclodextrina y grupos de la molécula de cafeina (C=0O 6 N)

sobre los que reside una cierta densidad de carga eléctrica;

2- Interacciones de tipo hidrofilico-hidrofilico, que se originan entre los grupos OH
superficiales de la molécula de ciclodextrina y el grupo C=0O de la molécula de cafeina, por

medio de puentes de hidrégeno;
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3- Interacciones de tipo hidrofilico-hidrofébico, que aparecen entre grupos OH de la
superficie de la molécula de ciclodextrina y los grupos apolares (-CH;) de la molécula de

cafeina;

4- Interacciones de tipo hidrofébico-hidrofébico, que tienen lugar entre grupos apolares de

la molécula de ciclodextrina (-CH,-) y grupos apolares (-CH;) de la molécula de cafeina;

Las interacciones del tipo 1 provocan un aumento del volumen de transferencia como
consecuencia de la superposicion de la esfera de hidratacion de la parte idnica de la cafeina
(grupos CO" y N) y de un grupo hidrofilico OH de la ciclodextrina, que lleva, por una parte,
a una disminucién en la tendencia desorganizadora de esta zona con estructura tipo i6n y,
por otra parte, a una disminucién del efecto de electrostriccion sobre las moléculas de agua,
causada por esta zona idnica. La interacciéon del tipo 2 también produce un aumento del
volumen de transferencia, puesto que la formacién de los puentes de hidrégeno provoca un
importante efecto estructurador del disolvente que predomina sobre el posible de
destruccion parcial de las esferas de hidratacién de los grupos involucrados. Por el contrario,
las interacciones de los tipos 3 y 4 llevan a una disminucién en el volumen de transferencia,

como resultado de la superposicion de sus esferas de hidratacion.

Los volumenes cada vez mas negativos que se observan en la tabla 7.4, sugieren que en
estas disoluciones pseudo-binarias (soluto + disolvente mixto agua-ciclodextrina) las
interacciones del tipo 3, hidrofilico-hidrofébico, y/6 las del tipo 4, producidas entre grupos
hidrofébicos del soluto y del co-disolvente, predominan sobre las del tipo 1, hidrofilico-
i6nico, y/6 del tipo 2, entre grupos hidrofilicos. Unicamente en el caso de la cafeina en
presencia de HP-$-CD, a 298,15 K, parece existir un predominio de las interacciones del tipo
1y 2, ya que con el aumento de la concentraciéon de la ciclodextrina en la disolucién, el

volumen de la disolucién se va tornando cada vez mas positivo.

De hecho, se cree que la contribucién mds importante en el proceso de complejacion
con las ciclodextrinas [16] procede de la penetracion de la porcion hidréfobica de la molécula
huésped en la cavidad de la molécula de la ciclodextrina y, en una menor medida, de la
deshidrataciéon del compuesto. Puesto que la cavidad de la ciclodextrina es altamente
hidrofébica, la complejaciéon ocurre a consecuencia de una combinacién de ambos efectos.
Las interacciones por puentes de hidrogeno, de tener lugar, pueden constituir un tercer
factor que contribuye a la estabilizaciéon de estos complejos. Hay atin otros dos factores que
pueden contribuir, también, a la formacién de complejos: la liberaciéon de las moléculas de

agua incluidas inicialmente en la cavidad de la ciclodextrina y los cambios conformacionales
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que pueden ocurrir con posterioridad al proceso de la complejacion.

Todos estos tipos de interacciones influyen en el volumen molar de los compuestos en
disolucién acuosa y, puesto que los cambios que se derivan de ellas pueden cuantificarse,
pueden obtenerse los valores de las constantes de asociacion para estos sistemas moleculares.

La resolucion analitica de la ecuacién (2.2.7), mediante el método de minimos cuadrados,
permite obtener @, para cada uno de los componentes del sistema, asi como determinar los

valores de la constante Ky de @, ., el volumen molar aparente de la especie compleja. Los

valores encontrados para estos parametros estan recogidos en la Tabla 7.5, junto con los

volumenes molares parciales de transferencia.

Tabla 7.5. Propiedades termodinamicas del proceso de complejacion de las ciclodextrinas

con cafeina a 298,15 y 310,15 K.

K ﬂ/vCCaf Aﬂ/,CCaf %,CCD A%,CCD

/ (kg mol ) /(cmd-mol) /(cm3molt)  /(cm*mol’)  /(cm*mol)

298,15 K
B-CD 47,80 123,0 (£3,0) 19,50 668,2 (+ 7.3) 238,07
HP-p-CD 187,9 1453 (£ 0,1 2,77 875,1 (£ 1,8) 6,71
310,15 K
B-CD 2515 1304 (+28) 16,40 655,5 (+ 3.8) 62,57
HP-p-CD - 1447 (£ 0,4) 1,98 882,3 (£ 0,1) 0,84

Los valores que aparecen entre paréntesis corresponden a las desviaciones estandar

Si se tiene presente que en el proceso de formacion del complejo, las variaciones de

volumen que se producen pueden expresarse de acuerdo a la expresion:

Aﬂ/,c = ¢\/,c _¢\/,f (713)
puede concluirse, de la observacion de los valores recogidos en la tabla 7.5, que existe una

buena concordancia entre los valores que, a partir de ellos, se deducen para ¢, ;, obtenidos

mediante este procedimiento de ajuste, los datos correspondientes a los sistemas binarios,
anteriormente medidos en este trabajo de Tesis Doctoral (tabla 7.4) y los publicados en la

bibliograffa.

El examen de la tabla 7.5 pone de manifiesto que los valores asi encontrados para las
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constantes de estabilidad de los complejos de la cafeina con estas ciclodextrinas no difieren
sensiblemente de los valores que estan recogidos en la literatura para la temperatura de
298,15 K (tabla 7.1) y que han sido obtenidos en condiciones analogas. Por otra parte, puesto
que en el caso de la cafefna en presencia de HP-5-CD, los valores encontrados para la
constante de estabilidad en este trabajo de Tesis Doctoral, han sido determinados en
condiciones de pH diferentes a los de los otros autores, hay que sefialar que este factor no
parece que influya de forma significativa en el valor de la constante de estabilidad. Como es
bien conocido, el valor del pH de los diferentes fluidos biolégicos no es siempre el mismo
(asi, por ejemplo, mientras que el estobmago presenta un pH = 2, en la sangre el pH es
proximo a 7,4), por lo que si se tiene esto en cuenta, se puede concluir que los resultados de
la tabla 7.5 son una buena aproximacién a los que deben corresponder a las diferentes

condiciones fisiologicas.

El incremento de la temperatura conduce, como cabia esperar, a una disminucién en el
valor de la constante de estabilidad de la asociacién cafeina-ciclodextrina, si bien unicamente
este extremo se ha podido comprobar para la f-CD, puesto que en el caso de la HP-5-CD no
se han observado cambios de volumen que indiquen que pueda estar ocurriendo asociacion
entre los solutos o bien que, en el caso de que si esté ocurriendo dicha asociacion, ésta se

produce tan débilmente que no es posible cuantificarla.
Como se ha indicado con anterioridad, el proceso de formacion del complejo da origen a

variaciones de volumen que pueden cuantificarse mediante la expresiéon (7.1.3). Estas

variaciones de volumen, Ag, ., pueden ser positivas o negativas, segun que el valor
correspondiente al volumen apatente del complejo formado, @, ., sea mayor o menoft,
respectivamente, que el valor que presenta la especie libre, @, . Por consiguiente, el signo de

Ag, . va a depender del predominio de una contribucién sobre la otra.

Si analizamos los valores de Ad, . que aparecen en la tabla 7.5 para el caso del complejo

p-CD-cafeina, se observa que a ambas temperaturas ensayadas éstos son siempre negativos,
tanto en relacién a la cafeina como a la f-CD. Estos resultados indican que la formacién del
complejo va acompanada de una disminucién de volumen respecto del que poseen las
moléculas libres de ambas especies. Su interpretacion pasa por considerar la reorganizacion
de las moléculas del disolvente (agua) en la estructura general de la disolucion, mientras tiene
lugar la formacién del complejo. Por una parte, se tiene que las moléculas de agua situadas en

el interior de la cavidad de la ciclodextrina son sustituidas, total o parcialmente, por la

137



Capitulo 7

molécula huésped, lo que genera un cambio de volumen positivo [17-19]; esto es, un
aumento del volumen de la disolucién. Adicionalmente, la formacién del complejo va
acompafiada de una destrucciéon parcial de la esfera de hidratacién del soluto (cafeina), para
poder penetrar en el interior de la cavidad de la ciclodextrina, seguida de un proceso de
reestructuracion de estas moléculas en el seno del agua. Esto da lugar a una disminucién en

el volumen de la disolucion [14] que puede verse incrementada, ain mas, por la formacion de

enlaces por puentes de hidrégeno [20]. Es evidente, a la vista del signo de Ad, ., que el

efecto de disminuciéon de volumen predomina sobre el aumento provocado por la salida de

las moléculas de agua situadas en el interior de la cavidad de la ciclodextrina.

La cafeina en presencia de HP-$-CD exhibe un comportamiento diferente. En efecto, las
variaciones de volumen que acompafian a la formaciéon de estructuras complejas de
HP-f-CD-cafeina son pequefias y de signo positivo a 298,15 K| si bien el aumento de la
temperatura (hasta 310,15 K) torna dicho signo en negativo. Este hecho lleva a concluir, de
una parte, que la formacién del complejo conlleva cambios netos de volumen poco
apreciables, probablemente como consecuencia de la no prevalencia clara de las interacciones
hidrofilicas e iénicas, conducentes al aumento de volumen de la disolucién, sobre las
interacciones de caracter predominantemente hidrofébico, que conducen a la disminucién de
éste. Por otra parte, hay que tener presente que la posible presencia, en torno a la cavidad del
macrociclo, de grupos hidroxipropil en vez de grupos hidroxilo, debe alterar la afinidad de la
macromolécula por la cafeina, lo que se debe reflejar en el valor encontrado para el cambio
de volumen de la disolucién. Todo lo anterior lleva a concluir que la asociacion entre la
ciclodextrina y la cafeina no se produce tnicamente como consecuencia de las interacciones

de ésta con la cavidad de la ciclodextrina.

La presencia del signo positivo en la variacién de volumen por complejacion, indica que
hay un predominio de las interacciones de tipo hidrofilico (tipos 1 y 2, sefialadas en un
parrafo anterior de este apartado). En ese sentido, Aicart ez a/. [5] han realizado simulaciones
de los complejos de inclusién para este sistema, usando el programa Hiperchem v.5.1 de
mecanica molecular, obteniendo valores para los correspondientes parametros geométricos
que evidencian que la unidad estructural del anillo de purina de la cafefna permanece en la
entrada de la cavidad de la ciclodextrina, dejando por lo tanto asequibles, al medio exterior,
tanto los grupos metilo como los C=0, siendo estos udltimos los responsables del
establecimiento de interacciones hidrofilicas que llevarian a justificar el aumento de volumen

observado. El aumento de temperatura (hasta 310,15 K) contrarrestaria parcialmente este
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efecto de aumento de volumen, al verse desfavorecida la estructuracién del medio como

consecuencia del movimiento térmico.

7.1.2. Viscosidad

El estudio de la variacién de la viscosidad de estos sistemas ternarios en funcion tanto de
la composicion de la disoluciéon como de la temperatura, se ha planteado siguiendo el mismo
patron utilizado en el estudio de la densidad y de los volimenes molares aparentes que estan
recogidos en el apartado anterior, consistente en considerar la mezcla agua + ciclodextrina
como un disolvente mixto. Para ello, las medidas de viscosidad se realizaron sobre
disoluciones acuosas de cafefna, con presencia de una concentraciéon constante de la
ciclodextrina correspondiente, analizando los cambios en la viscosidad de esas disoluciones
que, consecuentemente, son atribuibles unicamente a la cafeina disuelta en el disolvente
mixto y no a la composiciéon de dicho disolvente. Posteriormente, se ha considerado el
cambio de estos valores de viscosidad con relaciéon a los obtenidos en medio acuoso, para
evaluar los parametros de transferencia desde el agua al disolvente mixto agua +
ciclodextrina. Los valores de viscosidad medidos, a 298,15 K y 310,15 K, se presentan en las
tablas 7.6 y 7.7. En todos los casos, la desviacion estandar de estas medidas de viscosidad fue

inferior a 3,7 x 10™.

El analisis de estos valores experimentales se realiz6 mediante su ajuste a la ecuacion de
Jones-Dole [21] (ecuacién (3.1.1), capitulo 3), obteniendo los valores del parametro A (que
esta relacionado con las interacciones de largo alcance soluto-soluto) y del B (que esta
relacionado con las interacciones de corto alcance soluto-disolvente), los cuales facilitan una
valiosa informacién acerca de las interacciones entre soluto y disolvente que tienen lugar en
el medio disuelto. En este caso, el coeficiente D de la ecuacion (7.10) tampoco se ha tenido

en cuenta, ya que el estudio se ha realizado, también, en el rango de concentraciones diluidas.
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Tabla 7.6. Viscosidad de las disoluciones acuosas de cafeina

en presencia de f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K.

T=298,15K T=310,15K

103 mp.cp 103 #teaiina n 7
/(mol-kg") /(mol-kg?) /cP /cP

0.465996 5,05840 08914 0.6927
0,465996 1,01168 0,8915 0,6928
0,465996 4,04672 0,8929 0,6935
0.465996 806119 0,8944 0.6944
0,465996 1,01168 0,8951 0,6948
0931992 5,05840 0,8926 0.6936
0931992 101168 0.8932 0.6937
0,931992 4,04672 0,8954 0,6946
0,931992 8,06119 0,8975 0,6958
0931992 101168 0,8985 0.6965
3,70056 5,05840 0,8973 0,6994
3,70056 101168 0,8979 0.6996
3,70056 404672 09011 0,7006
3,70056 8,06119 0,9041 0,7019
3,70056 101168 09051 0,7027
7,26405 5,05840 0,9033 0,7070
7,26405 1,01168 0,9040 0,7071
7,26405 4,04672 0,9078 0,7080
7,26405 8,06119 0,9113 0,7095
7,26405 1,01168 0,9124 0,7102
9,18286 5,05840 0,9067 0,7110
9,18286 1,01168 0,9075 0,7111
9,18286 4,04672 0,9122 0,7122
9,18286 8,06119 09169 0,7136
9,18286 1,01168 0,9185 0,7144

Los valores obtenidos para estos coeficientes 4 y B de la ecuaciéon de Jones-Dole,
correspondientes a las disoluciones acuosas de cafeina en presencia de las dos ciclodextrinas
utilizadas, se presentan en la tabla 7.8, para las temperaturas ensayadas de 298,15 y 310,15 K.
Junto con estos valores, se presentan, ademas, los valores en agua pura encontrados para
estos mismos coeficientes y que ya fueron comentados en el capitulo precedente relativo a

los sistemas binarios.
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Tabla 7.7. Viscosidad de las disoluciones acuosas de cafeina en presencia

de hidroxipropil-f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K.

T=298,15K T=310,15K

103 mwppcp 103 #teaiina n 7

/(mol-kg") /(mol-kg) /cP /cP
0,835994 1,01168 0,8929 0,6952
0,835994 4,04672 0,8954 0,6966
0,835994 8,09343 0,8973 0,6984
0,835994 1,01168 0,8982 0,6990
3,34398 1,01168 0,8988 0,7049
334398 404672 09026 0,7082
334398 8,09343 0.9060 07119
3,34398 1,01168 0,9068 0,7130
6.68795 101168 0,9060 07174
6,68795 4,04672 0,9117 0,7223
6,68795 8,09343 0,9162 0,7267
6.68795 101168 09172 0,7279
8,35994 1,01168 0,9108 0,7235
8,35994 404672 09189 07293
8,35994 8,09343 09254 0,7342
8,35994 1,01168 0,9265 0,7359

Como puede apreciarse de la observacion de la tabla 7.8, los valores obtenidos para el
coeficiente A, a 298,15 K, aunque pequefios, no son despreciables, lo que indica la existencia
de una interaccién débil soluto-soluto como consecuencia de la presencia de la ciclodextrina
en el medio. Si se analizan con mayor detenimiento estos valores del coeficiente .4, puede
apreciarse que mientras sus valores permanecen relativamente constantes en presencia de la
p-CD (a partir de una cierta concentracion de ésta), en presencia de HP-F-CD estos valores
crecen, de forma relativamente importante, a medida que lo hace la presencia de la
ciclodextrina en el medio. Una posible explicacion a este comportamiento puede hallarse
recurriendo a la posible formacién adicional de complejos no de inclusion, cafeina-HP-5-CD,
propiciada por la presencia de los grupos externos hidroxipropil que posee esta ciclodextrina.
El aumento de temperatura, hasta 310,15 K, debe tender a contrarrestar esta interaccion

soluto-soluto, como consecuencia del movimiento térmico.
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En efecto, en el caso de la §-CD los valores del coeficiente 4 se tornan despreciables; sin
embargo, para la HP-f-CD éstos mantienen sus valores, aunque en una menor cuantia,

crecientes con la concentracion de la ciclodextrina presente.

Tabla 7.8: Coeficientes .4 y B de viscosidad de la ecuacién de Jones-Dole y coeficiente de
viscosidad de transferencia, £B, para las disoluciones acuosas de cafeina

en presencia de ciclodextrinas, a 298,15 y 310,15 K.

103 iﬂﬂ_cp A / B / AB / 103 mHP-ﬁ-CD A / B / AB /

/(mol-dm?) (dm?¥»2:mol'/2) (dm3 mol"!) (dm3 mol?!) (mol-dm3) (dm3/2:mol1/2) (dm?* mol!) (dm? mol?)

T =298,15 K

0,000000 -0,004, 0,3105

0,465996 0,001 0,429 0,119 0417997

0,931992 0,030 0,438 0,127  0,835994 0,027 0,428 0,118

3,70056 0,033 0,638 0,328  3,34398 0,062 0,499 0,188

7,26405 0,034 0,775 0,464  6,68795 0,093 0,629 0,319

9,18286 0,035 1,07 0,768 8,35994 0,151 0,741 0,431
T =310,15 K

0,000000 -0,003; 1,035

0,465996 0,004 0,296 0,742 0,417997

0,931992 -0,001 0,440 0,598 0,835994 0,018 0,470 0,568

3,70056 -0,003 0,507 0,531 3,34398 0,044 0,937 0,101

7,26405 -0,003 0,500 0,538  6,68795 0,081 0,976 0,062

9,18286 -0,003 0,525 0,513 8,35994 0,085 1,19, 0,153

En cuanto a los valores del coeficiente de B para la cafeina, de la tabla 7.8, hay que
sefialar que en todos los sistemas estudiados son positivos y aumentan con el aumento de la
concentracion de la ciclodextrina en disolucién. De ello hay que concluir la existencia de
fuertes interacciones soluto-disolvente-codisolvente que son tanto mas importantes, cuanto
mayor es el contenido de ciclodextrina en la disolucién. Si se acepta que el coeficiente B
“informa’ acerca de las interacciones que tienen lugar entre las moléculas del soluto y las del
disolvente (en este caso, de un disolvente mixto), que dan como resultado que haya una
mayor (structure making) o menor (structure breaking) estructuracion de la disolucion [22], hay
que concluir, a la vista de los valores de la tabla 7.8, que la cafeina se comporta en ambos

disolventes mixtos, agua + ciclodextrina, como un electrolito formador de estructura (structure
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mafking), a ambas temperaturas. Ademas, como se ha sefialado anteriormente, que cuanto
mayor es la presencia de ciclodextrina en el medio, mas se acrecienta dicho caracter formador
de estructura. Esto significa que las disoluciones estan mas estructuradas (hay mayor nimero
de enlaces entre las moléculas presentes) a medida que hay mayor proporciéon de la

ciclodextrina en la disolucion.

Observando los valores recogidos en la tabla 7.8, resulta necesario hacer algunos breves
comentarios en relacién con algunas particularidades detectadas. En primer lugar, se aprecia
que en el caso de la f-CD, el aumento de temperatura conduce a valores de B menores (para
la misma composicién del disolvente mixto agua + ciclodextrina) que aunque crecen con el
aumento de la cantidad de ciclodextrina presente en el medio, lo hacen con una menor
intensidad. Es decir, presenta un valor negativo para su coeficiente de temperatura, dB/dT <
0, que se hace cada vez mas negativo a medida que aumenta la concentracién de
ciclodextrina presente. De acuerdo con las ideas de Marcus [23], este valor negativo para el
coeficiente de temperatura constituye una caracteristica tipica de un soluto formador de
estructura (structure making), puesto que el aumento de temperatura contribuye a que haya una

menor estructuracién del disolvente, como consecuencia del movimiento térmico.

Por el contrario, en el caso de la HP-6-CD, el comportamiento del coeficiente B es muy
diferente al observado en presencia de la otra ciclodextrina. En efecto, a la temperatura de
298,15 K el crecimiento que experimenta el valor del parametro B con el aumento de la
cantidad de ciclodextrina presente, es algo menor para la HP--CD que para la §-CD. Esto
significa que el caracter formador de la estructura del disolvente (structure making) que
presenta la cafeina, es menor en estas disoluciones con presencia de HP-g-CD. Tal
circunstancia podria deberse al hecho de que esta ciclodextrina esta mucho mas hidratada (lo
que implica un medio mucho mas estructurado), por lo que el margen de estructuracion,
como consecuencia de la presencia de la cafeina, es por consiguiente menor. Pero, ademas de
lo anterior, se observa que el aumento de temperatura, desde 298,15 hasta 310,15 K,
comporta un aumento en los valores encontrados para el coeficiente B de viscosidad, esto es,
el coeficiente de temperatura es ahora positivo, dB/dT > 0 y, ademds, es tanto mas positivo
cuanto mayor es la concentraciéon de ciclodextrina presente en el medio. De acuerdo con
Nightingale [24], este valor positivo, considerado conjuntamente con el valor también
positivo que presenta el coeficiente B, podria ser indicativo de que la cafeina posee una cierta
capacidad anémala formadora de estructura (structure-making), con aparicion de fuertes
interacciones soluto-disolvente-codisolvente motivadas por la menor estructuracion del

disolvente al aumentar la temperatura.
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Todo lo antedicho refuerza la consideracion, ya esbozada con anterioridad, de que la
presencia creciente de las ciclodextrinas en el medio disuelto, propicia un incremento en la
formaciéon de complejos cafeina-ciclodextrina (que pueden ser de inclusion o de no

inclusién), que contribuye a una mayor estructuraciéon del medio.

Se han determinado, asimismo, los valores del coeficiente de viscosidad de transferencia,
AB, desde el agua hasta los medios mixtos agua + ciclodextrina, para las diferentes

disoluciones estudiadas, de acuerdo a la ecuacion [13]

AB=B B (7.1.4)

agua-CD ~ Pagua
Estos valores se muestran, también, en la tabla 7.8.

Como puede verse, los valores de AB son positivos a 298,15 K en ambas mezclas agua +
ciclodextrina, presentando valores crecientes a medida que aumenta la cantidad de
codisolvente presente, si bien dicho crecimiento es mas acentuado en el caso de la f-CD. Tal
situacion indica que el valor del coeficiente B de viscosidad y, en consecuencia, el caracter
formador de estructura (structure-making) de la cafeina se acentia con la presencia de la

ciclodextrina en el medio, especialmente con la §-CD.

Cuando la temperatura se cambia a 310,15 K, el signo de AB cambia a negativo, aunque
la tendencia a aumentar su valor (hacerse menos negativo) con la mayor presencia de la
ciclodextrina en la disolucién, se mantiene. Es decir, la presencia inicial de la ciclodextrina en
la disolucién, provoca una caida brusca del caracter formador de estructura (structure-making)
que presenta la cafeina en medio acuoso, a esta temperatura (el signo de este parametro se
torna negativo), pero las sucesivas adiciones de la ciclodextrina hacen que dicho caracter
formador de la estructura del disolvente que posee la cafeina en medio acuoso, se vaya
recuperando de manera progresiva. A esta temperatura, esta recuperaciéon es mucho mas
patente en presencia de HP-4-CD, para la que el signo de AB se vuelve finalmente positivo

cuando la concentracién de la ciclodextrina es suficientemente elevada.

En las figuras 7.2 y 7.3 se pueden observar las tendencias anteriormente comentadas
acerca de los coeficientes de viscosidad de transferencia, AB, de la cafeina desde agua hasta
las diferentes disoluciones acuosas de las ciclodextrinas estudiadas, a 298,15 K y 310,15 K.

Asimismo, y a efectos comparativos, se representan, ademas, los volimenes molares parciales

. 0 . . .
de transferencia, Ag, ., obtenidos para estas disoluciones.
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En resumen, la presencia de moléculas de la ciclodextrina en la disolucién ofrece a la

cafeina un ambiente adecuado para la formaciéon de complejos (que pueden ser o no ser de

inclusién) cafeina-ciclodextrina y la interaccién entre estas moléculas es predominante sobre

la auto-asociacion de las moléculas de cafeina. El aumento de la temperatura debilita estas

interacciones.
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7.1.3. Difusion

El proceso de absorciéon de un farmaco comprende varias etapas, bien diferenciadas: la
penetracion del farmaco en el organismo a través de diversas vias de administracién, cada
una de ellas con una tipologfa diferente; el proceso de transporte a través de este organismo
hasta alcanzar el lugar de su actuacién, cuyo mecanismo viene condicionado por las
caracteristicas asociadas a los factores que condicionan cada via de entrada; y, finalmente, el
mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la pretendida absorcion. Cualquier
desplazamiento que realice una molécula de fairmaco en el interior del organismo exige su
paso a través de alguna membrana biolégica y ello influye tanto en los mecanismos de
distribucién y en los de absorcion de estas moléculas, como en los de eliminaciéon de los
productos no deseados. La difusiéon constituye una de las principales formas de movimiento
entre las células por parte de las diferentes sustancias y, ademas, es una de las principales vias
para que los farmacos crucen las membranas celulares, por lo que su estudio resulta de gran
interés y, consecuentemente, se le ha dedicado atencién en este trabajo de Tesis Doctoral.
Después de estudiada la difusion simple (o difusion pasiva) de los farmacos en disolucion
acuosa, en esta parte del trabajo el interés se ha centrado en conocer de qué forma la
presencia creciente de moléculas de ciclodextrina influye en este proceso de difusion, asi

como qué influencia ejerce la temperatura en dicho proceso.

El estudio de las propiedades de difusion de sistemas ternarios conteniendo moléculas de
ciclodextrina y moléculas de otra sustancia que pueda actuar como huésped de aquellas,
resulta de gran interés dada la posibilidad de obtener, bajo ciertas suposiciones razonables,
valores para la constante de equilibrio del proceso de inclusion de las moléculas huésped en
el interior de la cavidad de las moléculas de ciclodextrina, a partir del conocimiento de los
cuatro coeficientes de difusién experimentales. Mediante el empleo de modelos tedricos, es
posible hacer una estimacion del valor de K asi como del coeficiente de difusion de la especie
complejada. En ese sentido, se realizaron medidas [25-27] para obtener los coeficientes de
difusién mutua de disoluciones acuosas de cafeina en presencia de f-CD y de HP-6-CD, para
diferentes relaciones de concentracién entre ambas sustancias y a las temperaturas estandar

(298,15 K) v fisiolégica (310,15 K.
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7.1.3.1. Influencia de la presencia de S-ciclodextrina sobre la difusion de la cafeina

Los valores medios para los coeficientes de difusion: D,,, D,,, D,, y D,,, obtenidos en el
sistema ternario §-CD (1) + cafeina (2) + agua [25, 27], a 298,15 K y 310,15 K, se presentan

en la tabla 7.9 (incertidumbre: 1 - 2 %).

Tabla 7.9. Coeficientes de difusion ternaria, D,,, D,,, D,, y D,,, para el sistema

p-ciclodextrina (1) + cafeina (2) + agua a 298,15y 310,15 K

Co o DnESY Do % Sph Dy % Spb Do 2500 | DDy
/107 (m2s) /10 (m2s) /102 (m2's1) /109 (m2-s-1)
T=298,15 K
0,002 0,002 0,323+0017 -0,008 +0,003 0,016+ 0,008 0,735+ 0,022 -0,011 0,048
0,004 0,004 0,319+0016 -0,009+ 0,003 0,015+0,007 0728+ 0,019 -0,012 0,047
0,005 0,005 0,318+0,017 -0,011+0,003 0,014 %0005 0,725+0,017 -0,015 0,043
0,008 0,008 0,315+ 0,007 -0,010+ 0,003 0,014+0,003 0715+0,015 -0,014 0,044
0,000 0,010 0,322+0,004 0,002 %0001 0,064+0010 0721+0,011 0003 0,199
0,010 0,000 0,321 +0,004 -0,040+ 0,001 -0,004 0,004 0,746 0,025 -0,054 -0,013
0,010 0,002 0,315+ 0,007 -0,033+0,003 -0,051+0,012 0,703+ 0,022 -0,047 -0,162
0,010 0,005 0,313+ 0,006 -0,039+ 0,005 -0,001+ 0,011 0,699 +0,017 -0,056 -0,003
0,010 0,010 0,313+0,007 -0,014+ 0,003 0,013+0,002 0,695+ 0,013 -0,020 0,041
T=310,15 K
0,002 0,002 0,443 +0,007 -0,017+0,012 0,031 +0,008 1,009+ 0016 -0,017 0,070
0,005 0,005 0,441 +0,007 0,006+ 0,035 0,051 +0,033 09580011 0007 0,116
0,010 0,002 0,429 +0,008 -0,005+ 0,021 0,012+0,017 0,999 +0,022 -0,005 0,028
0,010 0,005 0,428+ 0,013 -0,008 + 0,024 0,037 +0,020 0937 +0,015 -0,009 0,085
0,010 0,010 0,424 +0,008 0,020 +0,011 0,054 40031 0868+0012 0023 0,127

® Unidades: (mol dm?); ® §, representa la desviacion estandat de todas las medidas realizadas;

© D,,/D,,tepresenta el nimero de moles de f-CD transportados pot 1 mol de cafeina;

@ D,,/D,, representa el nimero de moles de cafeina transportados por 1 mol de -CD.

Los coeficientes principales, D,, y D,, proporcionan informacién acerca de los flujos

molares de los componentes de la disolucion p-CD (1) y cafeina (2), originados a

consecuencia de su propio gradiente de concentraciéon entre dos zonas de la disolucién. En

general, estos coeficientes presentan valores inferiores a los obtenidos para los coeficientes

de difusion binarios de la f-CD y de la cafeina puros en disolucion acuosa (con desviaciones

por debajo del 3% en ambas temperaturas), medidos previamente mediante la misma técnica
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experimental (tablas 6.13 y 0.4, respectivamente, del capitulo 6). Sin embargo, a las
composiciones ensayadas en este estudio, se comprueba que la adiciéon de cafeina produce
pequenos cambios en el coeficiente de difusién principal, D,,, para la f-CD, mientras que la
adiccion de cantidades de esta ultima sustancia provoca cambios mucho mayores en el
coeficiente de difusion de la cafeina, D,,. A la vista de estos resultados, se podria considerar
que algunas moléculas de cafeina, presentes en la disolucién, podrian estar formando,
eventualmente, complejos de inclusién en el interior de la f-CD, como resultado de las
interacciones atractivas que tendrfan lugar entre estas moléculas y la superficie interior del
cono truncado de las moléculas de f-CD, tal y como puede deducirse a partir de los
anteriores resultados experimentales y de los valores de las constantes de formacion
recogidas en la bibliografia (tabla 7.1). En consecuencia, estas moléculas de cafeina tendrian
una menor movilidad y podrian ser las responsables de los decrecimientos relativamente
grandes que se observan en D,, Este efecto esta menos acentuado (hay un menor
decrecimiento en el valor de D,;) cuando se considera la influencia de la cafeina en el
transporte de la f-CD, lo que podria deberse a la similitud que existirfa entre las movilidades

de la g-CD libre y de los eventuales agregados de -CD y cafeina.

En la situacidon de concentracién infinitesimal, los valores limite de los coeficientes de
difusion secundarios D,, y D,, deberan ser iguales a cero, dentro del error experimental. Sin
embargo, a cualquier otra concentracioén, los valores de estos coeficientes de difusién
secundarios, D,, presentaran valores diferentes a cero, que pueden ser utilizados para
comprender la influencia de los solutos macromoleculares sobre la difusion de los
componentes de la disolucion. En el caso presente, el gradiente de concentracion de la f-CD
produce un “co-transporte’ acoplado de cafeina. Teniendo en cuenta que el cociente D,,/D,,
proporciona el numero de moles de cafeina “co-transportados” por 1 mol de f-CD, como
consecuencia del gradiente de concentraciéon de la ciclodextrina, se puede considerar que, a
las composiciones utilizadas, un mol de f-CD difundente, “co-fransporta”, continuamente,
alrededor de 0,05 moles de cafeina y, ademas, que este valor aumenta hasta alcanzar el de
0,13 moles, cuando aumenta la temperatura hasta los 310,15 K. A través de los valores del
cociente D,,/D,,, a la misma composicién, se puede esperar que un mol de cafeina
difundente, “contra-transporte’ un maximo de 0,01 moles de f-CD a 298,15 K, si bien a 310,15
K no se observa una tendencia definida (los valores de D,, son pequefios y proéximos al valor

del error experimental).
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7.1.3.2. Influencia de la hidroxipropil-S-ciclodextrina sobre la difusién de la cafeina

Los valores medios de los coeficientes de difusion, D,,, D,, D,, y D,,, para el sistema
ternario HP-4-CD (1) + cafeina (2) + agua [206, 27], a 298,15 Ky 310,15 K| se presentan en la
tabla 7.10 (incertidumbre: 1 - 2 %).

Tabla 7.10. Cocficientes de difusion ternaria, D,,, D,,, D,, y D,,, para el sistema

hidroxipropil-g-ciclodextrina (1) + cafeina (2) + agua a 298,15y 310,15 K

Co . DnE S Ditsy Do %S0 Dz 250 [0 oo
/107 (m2s) /10 (m2s) /102 (m2's1) /109 (m2-s-1)
T=298,15 K
0,0005 0,0005 0,305+ 0,010 -0,003+ 0,015 0,040 + 0,025 0,744 + 0,043 -0,004 0,131
0,001 0,001 0,300+ 0,015 0,003 +0,014 0,050 + 0,026 0,730 + 0,033 0,004 0,167
0,0025 0,05 0316+ 0,004 -0,004+ 0,004 0,067+ 0013 0676 *0,016 -0,006 0212
0,005 0,0025 0,292+ 0,003 -0,003%0013 0,051 0,015 0,690+ 0039 -0,017 0,184
0,005 0,005 0,293+0,006 -0,011%0,006 0,054+0,024 0,665+0013 -0,004 0,175
0,000 0,010 0,322 40,004 -0,002+ 0,003 0,031 %0003 0,738+ 0,003 -0,003 0,097
0,010 0,000 0,321 +0,003 0,020+ 0,003 0,004 0,003 0,600+ 0,003 0033 0,014
0,010 0,002 0,289+ 0,006 -0,042+0,023 0,024+0015 0,665+0012 -0,063 0,083
0,010 0,005 0,288+ 0,008 -0,040+ 0016 0,043+0011 0,646+ 0,013 -0,069 0,148
0,010 0,010 0,283 40,009 -0,021+0016 0,103+0,022 0,640+ 0,036 -0,033 0,160
T=310,15 K
0,002 0,002 0,407 +0,015 -0,038+0,047 0,070+ 0,061 0,997 +0,029 -0,038 0,172
0,005 0,005 0,406+ 0,006 0,057 £0,035 0,080+ 0,033 0,883+0,013 0065 0,197
0,010 0,002 0,403+ 0,009 0,077 £0,040 0,031 +0,033 0875+0011 0088 0,077
0,010 0,005 0,403+ 0,004 0061 +0,023 0,033+0013 0852+0,018 0072 0,081
0,010 0,010 0,401 +0013 0024 +0,014 0,113+0031 0811+0012 0030 0,282

@ Unidades: (mol dm3); ® §, representa la desviacion estindar de todas las medidas realizadas;
© D,,/D,, tepresenta el nimero de moles de HP-4-CD transportados por 1 mol de cafeina;

@ D,,/D,, representa el nimetro de moles de cafeina transportados por 1 mol de HP-4-CD.

Para la difusiéon de la cafeina en presencia de HP-$-CD, derivado de la f-CD de
naturaleza hidrofilica, se puede apreciar facilmente que los efectos anteriormente
mencionados son ahora diferentes. En el rango de concentraciones estudiado, se verifica que
a 298,15 K los coeficientes de difusiéon principales sufren un descenso de entre un 5 y un 8%

respecto a los correspondientes valores de los sistemas binarios. A 310,15 K, se observa que
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no hay una influencia apreciable en el coeficiente de difusién principal de la HP-6-CD, D,,,
por efecto de la presencia ni de la cafeina, ni tampoco de los gradientes de concentracion de
ambas especies. Por el contrario, los valores de D,, son mucho menores que los
correspondientes al coeficiente de difusién binario previamente medido en este trabajo de
Tesis Doctoral (desviacion entre un 3 y un 15 %) e, incluso, son mucho menores (entre un 3
y un 12%) que en presencia de [-CD. En este ultimo caso, para una determinada
concentracion de HP-4-CD, la disminucién es mas pronunciada con el aumento de la cafeina
en la disoluciéon. También en este caso es posible encontrar evidencias de que bastantes
moléculas de cafeina y HP-6-CD pueden existir en disolucion formando complejos, con o sin
inclusion, y que esta interaccion se produce mas ampliamente que en el caso de la -CD.
Ademas, si se observan los coeficientes de difusion secundarios, D,, y D,,, se puede observar
un aumento no despreciable en sus valores, dentro de la precisiéon de este método, en
relaciéon con los obtenidos para el sistema f-CD + cafeina. En este caso, ambos solutos
generan flujos acoplados del otro componente en disolucién y, en el rango de composiciones
empleado, un mol de HP-g-CD difundente, “co-transporta” hasta 0,2 moles de cafeina,
cantidad que aumenta hasta los 0,28 moles, a la temperatura de 310,15 K. Un mol de cafeina
difundente, a 298,15 K, puede “contra-transportar’ alrededor de 0,03 moles de HP-4-CD y a
310,15 K, “co-transporta” hasta un maximo de 0,09 moles de HP-g-CD, en el sentido de su

gradiente de concentracion.

7.1.3.3. Estimacion de las constantes de asociacion

Los datos encontrados para estos coeficientes de difusiéon, primarios y secundarios,
pueden utilizarse, ademas de para los analisis cualitativos anteriormente realizados acerca de
la influencia de la presencia de un soluto sobre el proceso de difusién del otro soluto en la
disolucién, para dar soporte a modelos que permiten estimar valores de las constantes de
asociacion de las posibles estructuras complejas que pueden formarse en estos medios
disueltos: Por ello, en este trabajo de Tesis Doctoral se han utilizado dichos valores para
obtener los de la constante de asociaciéon de los complejos cafeina-ciclodextrina
mencionados con anterioridad y cuya supuesta presencia en el medio se ha deducido a partir
de los valores obtenidos para las diferentes propiedades termodinamicas y de transporte

estudiadas.

El modelo tedrico que se ha utilizado para realizar dicha estimacién ha sido propuesto

por Paduano e a4/ [28-31]. Su fundamento tedérico y las ecuaciones que permiten
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correlacionar los coeficientes de difusion con las constantes de equilibrio, se han descrito en

el capitulo 4.

En las tablas 7.11 y 7.12 se presentan los valores estimados para las constantes de
estabilidad K, calculadas a partir de los coeficientes de difusion experimentales y mediante el
uso de las ecuaciones tedricas anteriormente indicadas, considerando que las especies
(ciclodextrina y cafeina) pueden formar un complejo del tipo 1:1. El error en el calculo de las
constantes de asociacion y del coeficiente de difusion de la especie compleja es del mismo

orden de magnitud del experimental que acompafia las medidas.

Tabla 7.11: Valores de la constante de asociaciéon Ky de los coeficientes de difusion
de las especies en equilibrio, Di/%, D22, y D;; estimados para las disoluciones acuosas

de cafeina en presencia de f-ciclodextrina, a 298,15 y 310,15 K.

o Dy D' Ds K
/(mol-dm-3) /10 (m2-s-1) /109 (m2-s1) /10 (m2-s-1) /(dm3 mol-)
T=298,15K
0,002 0,737
0,005 0,317 0,724 0,305 (£ 0,016) 43 (+ 5,6)
0,010 0,69

T=310,15K
0,002 0,999
0,005 0,436 0,949 0430 (£ 0,018) 23 (+ 21)
0,010 0,915

Nota: los datos presentados son tnicamente en presencia de una concentraciéon constante de §-CD 10 mM

Los valores de las constantes de estabilidad obtenidos por la aplicaciéon de este modelo
teérico de Paduano e @/ [28-31] son muy proximos a los que se encuentran publicados en la
literatura cientifica para estos sistemas y estan en buena concordancia con los anteriormente
estimados usando las medidas volumétricas. De hecho, la analogia que existe entre los
valores de la constante de asociacion estimada a través de las medidas de los volumenes
molares aparentes y la constante de asociacion estimada mediante las medidas de difusion es
notable, para ambos sistemas acuosos, incluso teniendo en cuenta que el modelo empleado
en la estimacion de constantes de asociacion, a partir de las medidas de difusion, no tiene en
cuenta los coeficientes de difusion secundarios, D,;. Este puede ser el motivo por el cual las
estimaciones de K realizadas mediante aplicacién de este ultimo método conducen a valores

menores.
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Tabla 7.12: Valores de la constante de asociacién Ky de los coeficientes de difusion
de las especies en equilibrio, D1/%, D22% y D;; estimados para las disoluciones acuosas

de cafeina en presencia de hidroxipropil-f-ciclodextrina, a 298,15 y 310,15 K.

2 Dy~ D2y* Dss* K
/(mol-dm-3) /107 (m2-s)) /107 (m2-s) /107 (m2-s) /(dm3-mol-t)
T=298,15 K
0,002 0,735
0,005 0,307 0,723 0,300 (£ 0,013) 85 (£ §,6)
0,010 0,688

T=310,15 K
0,002 0,979
0,005 0,406 0,930 0395 (£ 0,018) 20 (+1,0)
0,010 0.896

Nota: los datos presentados son Gnicamente en presencia de una concentracion constante de HP--CD 10 mM

Los valores obtenidos para el coeficiente de difusién de la especie asociada, DB*, son
muy proximos a los de la ciclodextrina, D,/ para ambas ciclodextrinas, lo que pone de
evidencia que la molécula de cafeina esta total o parcialmente incluida en la cavidad de la
ciclodextrina y, por lo tanto, las dimensiones de las especies difundentes, ciclodextrina 6
complejo ciclodextrina-cafeina, son muy similares. A través de las medidas de difusiéon ha
sido posible estimar el valor de K para la HP--CD-Caf a 310,15 K, aunque el valor de D;;’
encontrado se desvia del correspondiente a la ciclodextrina libre, lo que podria ser indicativo
de que el valor estimado para K puede deberse a interacciones externas entre las moléculas de

cafeina y de ciclodextrina y no a la inclusion de las primeras en la cavidad de las dltimas.
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7.1.4. Resumen

Las disoluciones acuosas de cafeina en presencia de ciclodextrinas se han estudiado

mediante técnicas volumétricas, viscosimétricas y de medida de los coeficientes de difusion.

Se ha comprobado, a partir del analisis de los valores de estas propiedades de las
disoluciones acuosas bajo estudio, que ocurren interacciones entre los solutos: la cafeina y las
ciclodextrinas. Usando modelos tedéricos para ajustar los datos experimentales, ha sido
posible estimar la magnitud de esas interacciones y estimar valores de la constante de
asociacion, bajo la consideracién de que la mezcla agua + ciclodextrina es un disolvente
mixto y de que tiene lugar la formacion de especies complejas cafeina-ciclodextrina del tipo

1:1.

A partir de los volimenes molares aparentes obtenidos, se han determinado finalmente
los valores de estas constantes de equilibrio de asociacién cafeina-ciclodextrina. Se ha
comprobado que, a la temperatura de 298,15 K, la presencia de HP-§-CD conduce a valores
de la constante de estabilidad mas elevados que los que se obtienen en presencia de g-CD. A
la temperatura fisiolégica, 310,15 K, en presencia de f-CD estas constantes de formacion de
complejos son, logicamente, inferiores. En presencia de HP-5-CD, a la temperatura de
310,15 K, no se ha encontrado una evidencia clara de que llegue a ocurrir asociacion, hecho
éste que resulta de suma importancia si se tienen en cuenta las posibles aplicaciones

farmacoldgicas de estos solutos.

Asimismo, las medidas de viscosidad realizadas han puesto de manifiesto el caracter
formador de estructura (structure making) de la cafeina en estos medios. Es decir, han
confirmado la existencia de importantes interacciones cafeina-ciclodextrina-agua. En el caso
de la HP--CD pueden llegar a formarse, ademas, complejos de no inclusion cafeina-

ciclodextrina, incluso a la temperatura fisiologica.

Los datos de coeficientes de difusion mutua determinados han permitido estimar valores
de las constantes de asociacion de los complejos cafeina-ciclodextrina. Los valores asi
encontrados han venido a reforzar los obtenidos a partir de las medidas de volimenes
parciales aparentes. Ademas, se ha estimado que, en el caso de la f-CD, la molécula de
cafeina esta total o parcialmente incluida en la cavidad de la ciclodextrina y que en el caso de
la. HP-5-CD, la cafeina podria interaccionar, también, con la parte exterior de esta

ciclodextrina.
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7.2. Caracterizacion de las interacciones entre las ciclodextrinas y la teofilina en

disolucion acuosa

La interpretacion de la interaccion molecular que tiene lugar entre la teofilina y diferentes
ciclodextrinas sigue generando desacuerdos y controversias. En ese sentido, en los diversos
estudios que se encuentran disponibles en la bibliografia sobre teofilina en presencia de
p-CD, en los que se examina la influencia de esta ciclodextrina sobre las propiedades de la
teofilina [1, 6-7, 32-33], todos sus autores estan de acuerdo en que se produce asociacion,
entre las moléculas de ambos compuestos, pero no terminan de llegar a un compromiso
acerca del valor de la constante de estabilidad de esta asociacion, asi como tampoco en
cuanto a cual es la relacién en que cada componente participa en la formacion de los
complejos resultantes. Asi, mientras que Ammar e/ a/ [33] proponen que se forma un
complejo de estequiometria 2:1, la gran mayoria de autores asume que la complejacion ocurre
con estequiometria 1:1. Si se tiene en cuenta la similitud existente entre las estructuras de la
cafeina y de la teofilina, puede aceptarse que el tipo de interacciones que se dan en ambos

casos, deberan ser muy similares.

Dado que las magnitudes fisicoquimicas estudiadas en este trabajo de Tesis Doctoral no
facilitan informacién concluyente sobre que esté ocurriendo la asociacion de las moléculas ni
tampoco, en caso de producirse ésta, sobre cudl serfa la estequiometria del complejo
formado, se ha seguido el criterio establecido por la mayoria de los autores y se ha
considerado, en un primer momento, que entre la teofilina y la f-CD 6 la HP-6-CD se
produce asociacién y, ademas, que los complejos formados ocurren en la proporcion 1:1. Es

decir, que el proceso de asociacion que tiene lugar se puede describir mediante

K
CD + Teof & CD-Teof (7.1.5)

donde CD representa a la ciclodextrina correspondiente; Teof, a la teofilina y K es la constante

del equilibrio.

Tal como ya se indicé en una secciéon anterior de esta memoria, los valores de esta
constante de equilibrio de asociaciéon pueden obtenerse y su variacioén analizarse, a través del
estudio de los cambios observados en los valores de diversas propiedades fisicoquimicas del
sistema teofilina + ciclodextrina correspondiente, en el que tiene lugar la formacién de los

complejos que se pretende estudiar.
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7.2.1. Voliumenes molares aparentes

En la tabla 7.13 se exponen los valores experimentales de densidad obtenidos para las
disoluciones acuosas de teofilina en presencia de f-CD. Se realizaron varios conjuntos de
medidas en las que la concentraciéon de la ciclodextrina se mantuvo contante y se vari6 la de
la teofilina presente. Como puede apreciarse, la densidad de las disoluciones crece de manera
monotona con el aumento de la concentracion de teofilina en el medio, con independencia
de la cantidad de f-CD presente y a ambas temperaturas ensayadas; esto es, las lineas de
densidad frente a la concentracién de teofilina, para cada concentracion de f-CD y a ambas
temperaturas, son paralelas entre si. Asimismo, a partir de estos valores de densidad y
aplicando la ecuaciéon (2.1.7) (capitulo 2) se obtuvieron los valores correspondientes a los

volumenes molares aparentes de la teofilina, @, , considerando la mezcla agua + -CD como

un disolvente mixto. Estos valores de volimenes aparentes se encuentran recogidos en la

tabla 7.13.

La desviacion estandar que acompafia a estas medidas de densidad es inferior, en todos
los casos, a 4,6 x 10°. En consecuencia, la incertidumbre asociada al cilculo de los volimenes

molares aparentes es siempre inferior al 4%.

En la tabla 7.14 se presentan los resultados correspondientes a la densidad y a los
volumenes molares aparentes de la teofilina en presencia de HP--CD en condiciones
analogas a las del anterior sistema ternario. Del analisis de estos datos se desprende que el
comportamiento de la densidad de estas disoluciones es idéntico con independencia de la
ciclodextrina presente en el medio, aunque los valores absolutos encontrados en la mezcla

con HP--CD son algo superiores a los medidos en presencia de g-CD.
Para la teofilina en estas disoluciones acuosas ternarias (en las que se ha considerado a la
mezcla agua + ciclodextrina como un disolvente mixto) se han obtenido valores de ¢,

positivos y elevados, aunque siempre inferiores a los que se encuentran para la teofilina
disuelta en agua pura (disolucion binaria). Es destacable la tendencia que se observa en estos

valores de ¢, a disminuir cuando la concentracién de ciclodextrina es constante, pero la

concentracioén de teofilina presente aumenta, si bien dicha tendencia se va amortiguando a

medida que esta concentracién de ciclodextrina va siendo mads alta; incluso, cuando esta
concentracién de ciclodextrina es bastante elevada, ¢, tiende a adoptar un valor constante e

independiente de la concentracion de teofilina presente.
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Tabla 7.13. Densidades, p, y volumenes molares apatentes, @, , para las disoluciones

acuosas de teofilina en presencia de f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K

T=298,15 K T= 310,15 K
103 mp.cp 103 seofitin P A P A
[molkg)  /Gmolkg)  /@em)  jemdmob) /@MY (et mol)

0,438541 0,508594 0,997261 136,08 0,993544 137,49
0,441887 1,01682 0,997288 132,05 0,993573 130,75
0,439680 404695 0,997460 125,58 0,993740 126,84
0,439680 8,09389 0,997678 125,95 0,993950 127,81
0,439680 10,1174 0,997794 125,37 0,994063 127,14
0,884839 0,513092 0,997451 130,97 0,993730 131,84
0,882710 1,01559 0,997481 125,44 0,993759 126,69
0.878307 404210 0.997664 121,23 0.993932 124,36
0.878307 8,08421 0,997890 122,81 0.994143 126,35
0,878307 10,1053 0,998024 121,04 0,994268 124,75
351816 0,509203 0.998583 124,52 0.994831 127,73
3,54503 1,01804 0,998618 118,50 0,994862 123,63
3,52730 4,05180 0,998816 115,70 0,995027 125,31
3,52730 8.10361 0.999057 11821 0.995260 124,13
3,52730 10,1295 0,999199 116,59 0,995383 123,19
7,03631 0,509203 1,000089 120,53 0,996295 125,86
7,05461 1,01295 1,00012, 117,93 0,996326 122,61
7,05461 4,05180 1,00032; 115,23 0,996497 123,67
7,05461 8,10361 1,00057, 116,77 0,996717 124,86
705461 10,1295 1,00069 117,05 0.996842 123,59
8,83948 0,511755 1,00084; 117,49 0,997031 118,08
8.81826 1,01295 1,00087; 114,51 0,997057 122,92
8.81826 405180 1,00108 113,54 0,997237 121,71
8,81826 8,10361 1,001329 116,13 0,997464 122,89
8.81826 10,1295 1,00145, 116,56 0,997577 123,26

En cuanto a los cambios con la temperatura, se observa que el aumento de dicha temperatura
incrementa los valores de los volimenes molares aparentes de la teofilina cuando estd en
presencia de f-CD; por el contrario, cuando la teofilina se encuentra en presencia de HP-4-
CD, el comportamiento es el opuesto y se observa un descenso en estos valores molares

aparentes.
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Tabla 7.14. Densidades, p, y volumenes molares apatentes, @, , para las disoluciones acuosas

de teofilina en presencia de hidroxipropil-f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K

T= 298,15 K T=310,15 K
103 ms.cp 103 mofiiin P g P A
/(mol kg!) /(mol kg!) /(g cm) /(cm?3 mol) /(g cm) /(cm® mol)

0,419669 0,505612 0,997293 136,69 0,993566 134,04
0,419669 1,00320 0,997323 128,62 0,993599 123,73
0,419669 4,01280 0,997495 124,47 0,993771 123,61
0,419669 8,02560 0,997716 124,88 0,993989 124,89
0,419669 10,0320 0,997834 124,20 0,994118 123,05
0,839338 0,505612 0,997510 130,29 0,993777 126,69
0,839338 1,00320 0,997537 127,30 0,993809 121,87
0,839338 4,01280 0,997714 123,08 0,993982 122,65
0,839338 8,02560 0,997948 122,52 0,994217 122,33
0,839338 10,0320 0,998064 122,47 0,994330 122,72
3,35735 0,505612 0,998789 127,99 0,995026 124,62
3,35735 1,00320 0,998822 121,19 0,995060 118,55
3,35735 4,01280 0,999001 120,79 0,995238 120,46
3,35735 8,02560 0,999226 122,44 0,995492 118,84
3,35735 10,0320 0,999341 122,58 0,995594 120,93
6,71470 0,505612 1,00049; 126,03 0,996691 122,34
6,71470 1,00320 1,00052s 119,60 0,996725 117,03
6,71470 4,01280 1,000715 119,12 0,996915 117,13
6,71470 8,02560 1,00094, 121,14 0,997166 117,42
6,71470 10,0320 1,001065 120,66 0,997266 120,01
8,39338 0,505612 1,001340 123,22 0,997523 121,70
8,39338 1,00320 1,00138, 117,80 0,997558 115,85
8,39338 4,01280 1,00156 120,04 0,997738 119,35
8,39338 8,02560 1,00179 120,51 0,997994 117,81
8,39338 10,0320 1,00190; 121,68 0,998109 118,83

La justificacién a este comportamiento hay que buscarla, al igual que en el caso de la
cafeina en estos mismos medios mixtos, en el hecho de que la cavidad hidrofébica de estas
ciclodextrinas constituye un entorno muy adecuado para que tenga lugar la formacion de
complejos de inclusiéon teofilina-ciclodextrina, lo que potencia el predominio de las
interacciones entre ambas sustancias a medida que su concentracion es mayor en el medio,

con el resultado de una disminucion en el volumen de la disolucién. El aumento de la
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temperatura hace que también lo haga el tamafio de los huecos presentes en la estructura del
disolvente acuoso, facilitando asi el acomodo de estos complejos teofilina-ciclodextrina en el
medio estructurado y la aparicién de una componente de interacciéon de caracter hidrofilico
que produce un aumento en la estructura del medio y, consiguientemente, un aumento de
volumen, que tiende a contrarrestar la caida en el volumen molar aparente derivada de la

formacion de los mencionados complejos de inclusion.

Aplicando la ecuaciéon (2.1.10) (capitulo 2) se han obtenido los valores del volumen
aparente a concentracién infinitesimal, ¢, para la teofilina en presencia de las diferentes

ciclodextrinas, a 298,15 K y 310,15 K, valores que se encuentran recogidos en la tabla 7.15.

Asimismo, mediante la ecuaciéon (7.1.2) se han calculado los valores de los volimenes
molares parciales de transferencia, Agﬁe , cuya variaciéon frente a la composicion del
disolvente mixto, permite visualizar el cambio que ocurre en las interacciones entre las
moléculas de soluto y de disolvente. Estos valores de Ad, estan también recogidos en la

referida tabla 7.15.

0 . . .
Se observa que los valores de A¢, son siempre negativos y crecientes, en valor absoluto,

con el aumento de la concentracion de las ciclodextrinas, a ambas temperaturas estudiadas,
aunque a la temperatura superior dicho aumento del valor negativo con el aumento de la
concentracioén de ciclodextrina presente, tiende a amortiguarse. El efecto es mas acentuado
para la teofilina en presencia de HP-g-CD. Esto viene a indicar que, con independencia de la
temperatura, la presencia de la ciclodextrina en el medio provoca la disminucién del volumen
de la disolucién y que esta disminuciéon es cada vez mas importante a medida que hay
presente mayor cantidad de la ciclodextrina. Puesto que estos valores corresponden a la
situacion de concentracion infinitesimal, esta disminucién del volumen de la disolucion tiene
que ser debida, unicamente, a las interacciones que se producen entre las moléculas del

soluto (teofilina) y del disolvente (agua y, principalmente, la ciclodextrina).
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, . ., . . 0 ,
Tabla 7.15. Volumenes molares parciales a concentracion infinitesimal, ¢, , y volimenes

. . 0 . .
molares parciales de transferencia, A¢, , para disoluciones acuosas

de teofilina en presencia de ciclodextrinas, a 298,15 K y 310,15 K.

103 iﬂﬂ_cp ¢\? Aﬁ? 103 mHP-ﬁ-CD ¢\? Aﬂ?
/(mol kg!) /(cm? mol!)  /(cm? molt) /(mol kg) /(cm3 mol!)  /(cm3 mol)

T = 298,15 K
0.000000  143.2 (£ 0.7)
0439680  136.8 (£ 2.4) -6.33 0419669  135.6 (£ 3.5) -7.57
0.878307  130.4 (£ 2.7) 12,75 0.839330  130.9 (* 1.5) 1221
3.52730 122.9 (£ 2.9) -20.25 3.35735 1253 (+ 3.0) -17.86
7.05460 119.9 (£ 1.7) -23.40 6.71470 123.5 (£ 2.9) 19.67
8.81826 115.5 (+ 1.8) -27.62 8.39338 120.4 (+ 2.3) 2277
T =310,15K
0.000000  145.9 (£ 0.9)
0439680  136.5 (£ 2.5) -9.48 0419669  131.0 (£ 4.2) -14.90
0.878307  130.6 (£ 2.5) -15.34 0.839338 1251 (£ 1.9) -20.84
3.52730 126.9 ( * 1.6) -17.04 3.35735 122.4 (+ 2.6) -23.52
7.05460 124.4 (£ 1.4) 2151 6.71470 119.8 (+ 2.6) -26.10
8.81826 119.2 (+ 1.8) -26.76 8.39338 119.4 (£ 2.4) -26.55

Los valores que aparecen entre paréntesis corresponden a las desviaciones estandar

Si tenemos en cuenta la analogia entre las estructuras de la cafeina y de la teofilina,
podemos considerar que los tipos de interacciones establecidos en el modelo de Friedman y
Krishnan [14], contemplados en el apartado (7.1.1), para explicar los cambios de volumen
que acompafan a la transferencia de la cafeina desde agua hasta agua + ciclodextrina, son

también aplicables en este caso de transferencia de la teofilina.

Como ya ha sido comentado con anterioridad en otros pasajes de esta Memoria de Tesis
Doctoral, esta disminucién del volumen de la disoluciéon se debe, principalmente, a la
formacién de complejos de inclusion teofilina-ciclodextrina. El hecho de que A@ sea cada

vez mas negativo a medida que aumenta la cantidad de ciclodextrina en el medio disuelto, es
una indicacién de que la disminucién que experimenta el volumen de la disolucién es cada
vez mayor y que es la presencia de la ciclodextrina la que causa tal disminucién. En

consecuencia, a medida que crece la concentracién de ciclodextrina en el medio, lo hace
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también la cantidad de estructuras complejas de inclusion teofilina-ciclodextrina. Esto es, las
interacciones del tipo hidrofilico—hidrofébico 6 entre grupos hidrofébicos predominan sobre
las del tipo hidrofilico-iénico y/6 entre grupos hidrofilicos. Ademas de lo antetior, dado que
las variaciones de volumen determinadas en ambos medios mixtos son practicamente de la
misma magnitud, hay que colegir que la inclusiéon no parece depender de la sustitucion de los

grupos hidroxilo por los grupos hidroxipropil.

Acudiendo al modelo anteriormente utilizado para el caso de la cafeina (ecuacion (2.2.7),

capitulo 2) y cuantificando los cambios que ocurren en la disoluciéon, en términos de las
variaciones que se observan en los volumenes, es posible obtener los valores de Ky de 4, ,
volumen molar aparente de la especie compleja. Tales valores se encuentran recogidos en la
Tabla 7.16 junto con los valores correspondientes a los volimenes de transferencia, de la
teofilina y de la ciclodextrina, desde la disoluciéon en agua, a la disoluciéon mixta. De la

observacion de los valores recogidos en la tabla 7.16, puede concluirse que existe un buen
acuerdo entre los valores de @, ; obtenido mediante este procedimiento de ajuste, los datos

correspondientes a los sistemas binarios (disolvente agua pura) anteriormente medidos y los

publicados en la literatura cientifica.

Tabla 7.16. Propiedades termodinamicas del proceso de complejacion de las ciclodextrinas

con teofilina a 298,15 y 310,15 K.
K ﬂ/,cTeof A¢\/,cTeof ﬂ/,cCD Aﬂ/,cCD

/ (kg*mol-") /(cm¥>mol!)  /(cm3mol!)  /(cm3'mol!)  /(cm3mol!)

298,15 K

B-CD 30,53 1156 (+0,5) 24,87 596 (+43)  -109,82

HP--CD 78,71 1213 (%0,5) 19,17 813 (+ 18) 51,22
310,15 K

B-CD 16,56 1229 (+0,3) -20,31 569 (+ 78) 14938

HP--CD 4847 1197 (% 0,6) -23,56 788 (% 66) -93,64

A partir de los datos de la tabla 7.15 es posible afirmar que ocurre asociaciéon entre las
moléculas de teofilina y las moléculas de las ciclodextrinas en disolucién acuosa. Los valores
obtenidos para las constantes de estabilidad que cuantifican esta asociacién son muy
diferentes a los que, en condiciones analogas, estan recogidos en la literatura. En efecto,

mientras que a partir de medidas calorimétricas se ha concluido la no existencia de este tipo
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de estructuras asociadas (Kyp g cpreor = 0) 0, en todo caso, la existencia de una muy débil
asociacion (K o peor = 2 kg mol ™) entre la teofilina y las ciclodextrinas, los valores obtenidos
en este trabajo de Tesis Doctoral indican claramente todo lo contrario. Y de nuevo, las
constantes de estabilidad encontradas en presencia de la HP-4-CD son mas elevadas que las
halladas para las disoluciones con presencia de S-CD. Es decir, el proceso de inclusion de las
moléculas de teofilina en la cavidad de las moléculas de HP-5-CD que ocurre en disolucion
acuosa, es sensible a las diferencias estructurales de las ciclodextrinas, esto es, a la sustitucién
parcial de grupos hidroxilo por grupos hidroxipropil, alrededor de la cavidad de los

macrociclos.

Lo que resulta claramente evidente es que el proceso de asociaciéon que tiene lugar,
genera una disminucién del volumen de transferencia tanto en la ciclodextrina como en la
teofilina cuyo valor posee, en general, un sentido inverso al valor de la constante de
asociacion. Es decir, mayores valores para las constantes de estabilidad significan menores

variaciones de volumen en el proceso de formacién del complejo.

El aumento de temperatura produce, como en el caso de la cafeina, la l6gica disminucion
en el valor de la constante de estabilidad de estas estructuras de asociacion teofilina-

ciclodextrinas, para ambas ciclodextrinas estudiadas.

Si analizamos los valores de Ag, . de la tabla 7.16, correspondientes a los complejos

formados teofilina-ciclodextrina, se observa que para ambas ciclodextrinas estos valores son
siempre negativos, tanto en relacién a la teofilina como a la ciclodextrina, para las dos
temperaturas ensayadas. Esto implica que la formacién de estos complejos ocasiona una
disminucién de volumen, en relacién al que tienen las moléculas libres de estas sustancias.
Esto hay que interpretarlo considerando, de una parte, el aumento de volumen de la
disolucién como consecuencia de la sustitucion de las moléculas de agua situadas
inicialmente en la cavidad de la ciclodextrina, por una molécula huésped [17-19]. Pero,
ademas, hay que considerar que la formacion del complejo de inclusion requiere la previa
destruccién parcial de la esfera de hidratacion de la molécula de teofilina, lo que da origen a
una disminucién del volumen de la disolucién [14], disminucién que puede ser mayor si va
acompafiada de la formacién de enlaces por puentes de hidrégeno [20]. Puesto que el signo

final de A, . es negativo, resulta evidente que el efecto de disminucién de volumen debe

predominar, especialmente en el caso de la f-CD en el que los valores encontrados para

Ag, . son mayores. Esto significa que la asociaciéon entre la teofilina y la ciclodextrina

correspondiente, depende de la estructura de la ciclodextrina. Lo que es equivalente a afirmar
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que la formacién de los complejos de inclusion teofilina-ciclodextrina no es una cuestién
relacionada unicamente con las interacciones que pueden producirse entre aquella y la

cavidad de la ciclodextrina.

El aumento de la temperatura incrementa notablemente los valores absolutos (negativos)

de Ad, ., hecho éste que debe relacionarse con un mayor efecto de rotura de la estructura de

la disolucién a consecuencia de la componente térmica.

7.2.2. Viscosidad

El estudio de la viscosidad de las disoluciones conteniendo teofilina se ha realizado
siguiendo el mismo formato utilizado para el caso de la cafeina. Es decir, se ha considerado a
la mezcla agua + ciclodextrina como un disolvente mixto. En consecuencia, la concentracién
de la ciclodextrina se ha mantenido siempre constante, con el fin de analizar los cambios
originados al variar la concentracion de teofilina en el medio. De ese modo, estos cambios de
la viscosidad de las disoluciones son atribuibles, unicamente, a la cantidad de teofilina
presente en el medio, para cada composicion relativa del disolvente mixto. Posteriormente,
se ha considerado el cambio de estos valores de viscosidad con relaciéon a los que se
obtuvieron en medio acuoso, para evaluar los parametros de transferencia desde el agua al
disolvente mixto agua + ciclodextrina. Siguiendo este patrén, se obtuvo informacion acerca
del tipo de interacciones que ocurren en la disolucién, buscando comprender cémo la
composiciéon del medio induce cambios en las interacciones entre el soluto y el disolvente en

la disolucién.

Se midi6 la viscosidad de las disoluciones de teofilina en diversas mezclas agua +
ciclodextrina en las que la concentraciéon de ésta ultima se mantuvo constante. En la tablas
7.17 y 7.18 se presentan los resultados experimentales obtenidos para las viscosidades de
estas disoluciones de teofilina en las mezclas agua + ciclodextrina estudiadas, a 298,15 Ky
310,15 K. En todos los casos ensayados, la desviacion estandar de las medidas de viscosidad

fue inferior a 4,2 x 10™.
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Tabla 7.17. Viscosidad de las disoluciones acuosas de teofilina

en presencia de f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K.

T=298,15K T=310,15K

103 mp.cp 103 #21eofitina n 7
/(mol-kg") /(mol-kg) /cP /cP

0,884839 1,01559 0,8925 0,6934
0,882710 2,03430 0,8929 0,6935
0,878307 4,04210 0,8940 0,6940
0,878307 6,01180 0,8953 0,6945
0,878307 8,08421 0,8963 0,6952
0,878307 10,1053 0,8977 0,6959
3,51816 1,01804 0,8971 0,6991
3.54503 1,98094 0.8982 0.6994
3,52730 4,05180 0,8998 0,6999
352730 5.99503 09011 0.7005
3,52730 8,10361 0,9026 0,7013
352730 10,1295 0.9039 0.7023
7.03631 1,01295 09034 0,7065
7.05461 208815 0.9046 0.7067
7,05461 4,05180 0,9067 0,7072
7.05461 5.99743 0.9083 0.7078
7,05461 8,10361 0,9104 0,7087
7.05461 10,1295 09119 0.7097
8,83948 1,01295 0,9071 0,7102
8,81826 1,98190 0,9088 0,7103
8,81826 4,05180 0,9116 0,7107
8,81826 6,02899 0,9140 0,7116
8,81826 8,10360 0,9162 0,7124
8,81826 10,1295 0,9178 0,7132

Estos valores experimentales se ajustaron a la ecuaciéon de Jones-Dole [21] (ecuacion
(3.1.1) del capitulo 3) y se obtuvieron los correspondientes a los parametros .4 y B. Al igual
que como se procedio en el caso de la cafeina, el coeficiente D de esta ecuacion (7.10) no se
tuvo en cuenta, ya que el estudio se realiz6 en el rango de concentraciones diluidas. Los
valores obtenidos para estos coeficientes 4 y B se presentan en la tabla 7.19, para las
temperaturas de 298,15 y 310,15 K. En dicha tabla se presentan, ademas, los valores que se
encontraron en agua pura para estos mismos coeficientes; valores que ya fueron analizados

en el capitulo relativo al estudio de los sistemas binarios.
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Tabla 7.18. Viscosidad de las disoluciones acuosas de teofilina en presencia

de hidroxipropil-f-ciclodextrina, a 298,15 Ky 310,15 K.

T=298,15K T=310,15K

103 mwppcp 103 #21eofitina n 7

/(mol-kg") /(mol-kg?) /cP /cP
0,839338 1,00320 0,8930 0,6954
0.839338 401280 0.8958 0.6976
0,839338 8,02560 0,8982 0,6998
0.839338 10,0320 0.8991 0.7004
335735 1,00320 0,8989 0,7050
3,35735 4,01280 0,9036 0,7089
3,35735 8,02560 0,9078 0,7124
335735 10,0320 0.9092 0.7137
6.71470 1,00320 09061 07175
6,71470 4,01280 0,9122 0,7223
671470 8.02560 09174 07271
6,71470 10,0320 0,9187 0,7283
839338 1,00320 09104 0,7240
8,39338 4,01280 0,9181 0,7302
839338 8.02560 0.9249 0.7357
8,39338 10,0320 0,9261 0,7374

Se determinaron, igualmente, los wvalores correspondientes a los coeficientes de
viscosidad de transferencia para la teofilina, AB, desde el agua hasta las diferentes mezclas
agua + ciclodextrina estudiadas, aplicando para ello la ecuacién (7.1.4). Estos valores se

presentan, también, en la tabla 7.19, a las temperaturas de 298,15 y 310,15 K.

De la observacion de los valores de la tabla 7.19 puede sefialarse que, a ambas
temperaturas, el coeficiente .4 presenta valores que son relativamente pequefios, pero no
nulos. Puesto que este parametro esta relacionado con las interacciones de largo alcance que
tienen lugar entre las moléculas de los solutos presentes, tal circunstancia indica que en estos
medios tienen lugar interacciones débiles soluto-soluto. Un analisis mas pormenorizado de
los valores encontrados para el parametro .4, pone de manifiesto que, en presencia de HP-f-
CD, estos valores de A crecen, de manera importante a la temperatura inferior ensayada de
298,15 K y mas moderadamente a la temperatura de 310,15 K, a medida que aumenta la
cantidad presente de la ciclodextrina. Sin embargo, cuando se trata de la f-CD, dicho

aumento, moderado, se observa unicamente a 298,15 K, permaneciendo A en valores
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relativamente constantes con el aumento de la cantidad de la ciclodextrina presente, cuando

la temperatura aumenta hasta los 310,15 K.

Tabla 7.19: Coeficientes .4 y B de viscosidad y coeficiente de viscosidad
de transferencia, 4B, para las disoluciones acuosas de teofilina

en presencia de ciclodextrinas, a 298,15 y 310,15 K.

103 }ﬂ/g_CD A / B / AB / 103 mHP-ﬂ-CD A / B / AB /

/(mol-dm?) (dm?¥2:mol'/2) (dm3-mol') (dm? mol?) (mol-dm3) (dm3/2:mol/2) (dm?* mol!) (dm3-mol-)

T = 298,15 K
0,000000 0,012 0,3094 0 0,000000 0
0,878307 -0,005 0,689 0,380  0,839338 0,003 0,535 0,226
3,52730 0,014 0,707 0,398 335735 0,059 0,800 0,491
7,05460 0,018 0,894 0,585  6,71470 0,087 0,862 0,553
8,81826 0,049 0,923 0,613 839338 0,127 0,935 0,626

T =310,15K
0,000000 0,021 1,028 0 0,000000 0
0,878307 0,019 0,538 0,490  0,839338 0,043 0,545 0,483
3,52730 0,017 0,626 0,402 335735 0,054 0,942 0,086
7,05460 -0,020 0,647 0382 671470 0,073 1,11 0,082
8,81826 0,023 0,652 0376 8,39338 0,098 1,28 0,256

Como ya se comenté al analizar los resultados obtenidos para la cafeina, una posible
explicacién a este comportamiento puede obtenerse considerando la posible formaciéon de
complejos no de inclusion, teofilina-HP-5-CD, inducida por la presencia de los grupos
hidroxipropil de esta ciclodextrina. Cuando la temperatura aumenta hasta los 310,15 K, estas

interacciones soluto-soluto deben verse debilitadas por el movimiento térmico.

En el caso de la teofilina, los valores encontrados para el coeficiente de B son positivos y
aumentan, a ambas temperaturas estudiadas, cuando lo hace la concentracion de la
ciclodextrina en la disolucion, especialmente con la HP-g-CD. Si se tiene en cuenta que este
parametro informa acerca de las interacciones de corto alcance entre las moléculas del soluto
y las del disolvente, hay que concluir que a medida que se incrementa la presencia de la
ciclodextrina en el medio, las interacciones soluto-disolvente-ciclodextrina van creciendo en
importancia. Ya que estas interacciones son las causantes de que haya una mayor

estructuracion de la disolucion (caracter structure making del soluto) [22], se concluye que la
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teofilina posee, en ambos disolventes mixtos agua + ciclodextrina y a ambas temperaturas
estudiadas, un caracter formador de estructura (structure making), que es mas acentuado en
presencia de la HP--CD. Ademas de ello, a medida que hay mayor presencia de
ciclodextrina en el medio, este caracter formador de estructura se acrecienta, lo que se
traduce en que las disoluciones estan mas estructuradas (hay mayor nimero de enlaces entre

las moléculas presentes) a medida que hay mas cantidad de ciclodextrina en el medio.

Tal comportamiento es analogo al mostrado por la cafeina en estos medios conteniendo
las ciclodextrinas. No obstante, hay que destacar varios hechos de cierta importancia. En
presencia de f-CD y a 298,15 K los valores del coeficiente B que se obtienen para la teofilina

son muy superiores a los encontrados para la cafeina (B, >> B, aproximadamente un 50%

caf >
mayores), a la misma concentracién de la ciclodextrina. Esto significa que, a esta temperatura
mas baja, el caracter formador de estructura (structure making) de la teofilina es muy superior al
que exhibe la cafeina. Sin embargo, a medida que la concentraciéon de la f-CD en el medio
crece, se observa que los valores de este coeficiente B tienden a equilibrarse (B,,,= B,) y con
él, el caracter formador de estructura de ambas teofilina y cafeina. La situacion es diferente a
la temperatura mayor estudiada (310,15 K). En efecto, aunque los valores de B encontrados
para la teofilina son superiores a los obtenidos para la cafeina (B, > B,), a igualdad de
concentracion de -CD, no lo son tanto (en torno al 20% superiores) aunque van haciéndose
cada vez relativamente mayores a medida que aumenta la concentraciéon de [-CD en el

medio. Esto es, el caricter formador de estructura de la teofilina va acentuindose cada vez

mas, con el aumento de f-CD presente.

En presencia de la HP-4-CD, la situacién es muy similar. A ambas temperaturas los
valores encontrados para B de la teofilina son superiores a los hallados para la cafeina (B, >
B,,), a igualdad de concentraciéon de HP-4-CD, aunque a 310,15 K las diferencias son algo

menores (en torno a un 8-10% menores).

Por otra parte, al igual que se observé con la cafeina, el aumento de temperatura desde
298,15 hasta 310,15 K provoca una disminuciéon en los valores de B, para la misma
composicion del disolvente mixto agua + ciclodextrina, cuando ésta es la f-CD, y conlleva a
un aumento de los valores de este parimetro, B,, cuando se trata de la HP-4-CD. En
consecuencia, dB/dT < 0 en presencia de -CD y dB/dT > 0 en presencia de HP-6-CD; en
ambos casos, el valor absoluto del coeficiente de temperatura crece con la concentraciéon de
ciclodextrina presente en la disolucion. De acuerdo con los sefialado por Marcus [23] y

Nightingale [24] tal comportamiento se corresponde con el caracteristico de un soluto
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formador de estructura (structure making) y formador de estructura “andmalo” (si se considera
conjuntamente este valor positivo de dB/dT, con el valor del coeficiente B, también
positivo), en presencia de §-CD y HP-5-CD, respectivamente, con presencia de intensas
interacciones soluto-disolvente-codisolvente, tal como ya se discutié con anterioridad, al

analizar el comportamiento de la cafeina en estos medios mixtos agua + ciclodextrina.

En resumen, al igual que se concluy6 al analizar el comportamiento de la cafeina en
presencia de estas ciclodextrinas, hay que sefialar que también la teofilina disuelta en estos
medios con presencia de estas ciclodextrinas, propicia la formacién de complejos teofilina-
ciclodextrina (que pueden ser, o no, de inclusién), que contribuye a que el medio incremente

su estructuracion.

También se han calculado los coeficientes de viscosidad de transferencia, AB, de la
teofilina desde su disoluciéon en agua pura hasta las mezclas agua + ciclodextrina, a las
concentraciones estudiadas, usando para ello la ecuacién (7.1.4) [13]. Los valores calculados
se presentan en la tabla 7.19. Se observa que, al igual que en el caso de la cafeina, estos
valores de AB son positivos a 298,15 K, en ambas mezclas agua + ciclodextrina, pero son
negativos a la temperatura de 310,15 K. También en presencia de ambas ciclodextrinas, los
valores de AB crecen a medida que hay mayor cantidad de ciclodextrina presente aunque, con
la teofilina, este crecimiento muestra una mayor intensidad cuando en el medio hay HP-4-
CD, indicando que el caracter formador de estructura (structure-making) de la teofilina es

mayor en presencia de la HP-5-CD que en presencia de la g-CD.

Cuando la temperatura se eleva hasta 310,15 K, no cambia tnicamente el signo de 4B,
que se hace negativo, sino que también cambia la tendencia de su magnitud que evoluciona
hacia valores menos negativos (llegando a alcanzar valores positivos en el caso de las
concentraciones mas altas de la HP-5-CD) con el aumento de la ciclodextrina en la
disolucion. Esto significa que, a esta temperatura de 310,15 K, inicialmente la presencia de la
ciclodextrina en la disolucién provoca una caida muy pronunciada en el caracter formador de
estructura (szructure-making) que presenta la teofilina en medio acuoso (signo negativo para
este parametro). Pero a medida que hay mas cantidad de la ciclodextrina en la disolucion,
dicho caracter formador de la estructura del disolvente se va recuperando progresivamente.
Al igual que sucede en el caso de la cafeina, la recuperaciéon del caracter formador de

estructura de la teofilina, es mas evidente con la HP-6-CD que con la §-CD.

En las figuras 7.4 y 7.5 se presentan las lineas de tendencia de los coeficientes de
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transferencia de la teofilina, AB, desde el agua hasta las diferentes disoluciones mixtas agua +

ciclodextrina, a 298,15 K y 310,15 K, asi como las lineas de tendencia de los volumenes

. . 0 . . . .
molates parciales de transferencia, Ag, , obtenidos para estas mismas disoluciones, a fin de

que puedan realizarse las pertinentes comparaciones.
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Al igual que en el caso de la cafeina, los resultados obtenidos para el coeficiente de

viscosidad de transferencia, AB, refuerzan el andlisis de los volimenes molares aparentes de
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la teofilina en estas disoluciones acuosas con presencia de moléculas de ciclodextrinas y los
datos del coeficiente B de viscosidad obtenidos. Es decir, todos estos datos evidencian que la
presencia de las ciclodextrinas en las disoluciones de teofilina, promueven la apariciéon de
interacciones entre las moléculas de la ciclodextrina y las de la teofilina. Estas interacciones,
incluso, predominan sobre las que tienen lugar entre las propias moléculas de teofilina,
especialmente a la temperatura de 298,15 K. Cuando la temperatura se eleva a 310,15 K esas

interacciones se debilitan.

7.2.3. Difusiéon

Para comprender de qué forma la difusion de la teofilina se ve afectada por la presencia
de solutos macromoleculares en la disolucion, se llevaron adelante estudios de los sistemas
acuosos teofilina-f-CD vy teofilina-HP-g-CD, a las temperaturas de 298,15 y 310,15 K. Las
medidas se realizaron en dos laboratorios independientes (en las Universidades de Coimbra y
de Napoles), aunque en ambos laboratorios la técnica de medida utilizada fue la misma: el
método de dispersion de Taylor, con el objetivo de comprobar la reproducibilidad de los
resultados. De estos estudios se obtuvieron los coeficientes que describen el proceso de
difusion vy, a partir de ellos, se estimaron valores de las constantes de asociaciéon de estos

sistemas.

7.2.3.1 Influencia de la presencia de S-ciclodextrina sobre la difusién de la teofilina

Los valores medios de los coeficientes de difusion D,, D,,, D, vy D,,, para el sistema
ternario f-CD (1)+ teofilina (2) + agua, a 298,15 K [34] y 310,15 K, se muestran en la tabla

7.20. En todos los casos, la incertidumbre que acompana a estos valores es del 1-2 %.

Del analisis de estos datos experimentales se verifica que, en general, D,, y D,, presentan
valores menores a los obtenidos para los correspondientes sistemas acuosos binarios, D, y
D,, (tablas 6.13 y 6.8 del capitulo 6), con desviaciones que oscilan, respectivamente, entre el 2
y el 4% para la ciclodextrina y que pueden alcanza hasta un 18% para el caso de la teofilina a

la temperatura mas elevada.

Los coeficientes de difusiéon secundarios son, por lo general, negativos. Para las
concentraciones de solutos mas bajas (en especial de la ciclodextrina), éstos presentan valores
que pueden considerarse cero, dentro del error experimental. Para las concentraciones mas

elevadas, llegan a alcanzar valores que sugieren la posibilidad de que pueda producirse la
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inclusidon de las moléculas de teofilina en el interior de la cavidad de la ciclodextrina.

Tabla 7.20. Coeficientes de difusion ternaria, D,,, D,,, D,, y D,,, para el sistema

[-ciclodextrina (1) + teofilina (2) + agua a 298,15y 310,15 K

Co . DuE S0 Dit Sy Do *§p  Du 80 o o o
/1079 (m2s1) /109 (m2s) /109 (m2s1) /109 (m2-s-1)
T=298,15 K
0,002 0,002 0,321 £0,009 -0,003%0,017 0,004 +0,005 0,721 £0,032 -0,005 0,012
0,002 0,005 0,322+0,007 -0,006%0,017 0,003 +0,017 0,709+0,030 -0,008 0,009
0,002 0,010 0,319+ 0,009 -0,005+ 0,019 0,006+ 0,008 0,680+ 0,027 -0,007 0,019
0,005 0,005 0,316+0,005 0,005+ 0,023 -0,024+ 0,040 0,683+ 0,034 0008  -0,075
0,000 0,010 0,323+0,009 -0,001 +0,021 0,022+ 0,006 0,722+0011 -0,002 0,068
0,010 0,000 0,315+0014 -0,085+0,024 -0,001+ 0,036 0,805+ 0011 -0,105 -0,005
0,010 0,002 0,310+ 0,005 -0,039+0,016 -0,029+ 0,040 0,709+ 0,021 -0,055 -0,093
0,010 0,005 0,305+ 0,048 -0,033%0,110 -0,053+0,052 0,640+ 0,077 -0,052 -0,174
0,010 0,010 0,309+ 0,006 -0,016% 0,030 -0,063+0,022 0,628 %0017 -0,026 -0,202
T=310,15 K
0,002 0,002 0,436+ 0,008 0,005+ 0,009 0,033+ 0,006 0,991 +0,007 0005 0,077
0,005 0,005 0,430+0,012 0,020 +0,011 -0,065+ 0,022 0,898+ 0,001 0023 -0,151
0,010 0,002 0,429+ 0,009 0,040 + 0,024 -0,060 + 0,019 0,901 + 0,005 0044  -0,139
0,010 0,005 0,424+ 0,009 0,032 +0,017 -0,038+ 0,017 0,863 +0,008 0037  -0,090
0,010 0,010 0,417 +0,006 0,022 +0,010 -0,048+0,016 0,795+0,002 0028 -0,116

@ Unidades: (mol dm3); ® §, representa la desviacion estindar de todas las medidas realizadas;
© D,,/D,,tepresenta el nimero de moles de f-CD transportados por 1 mol de teofilina;

@ D,,/D,, teptresenta el nimetro de moles de teofilina transportados por 1 mol de 5-CD.

Efectivamente, si se analizan los coeficientes secundarios D,, y D,, se observa un
aumento en sus valores, no despreciable, en presencia de F-CD 10 mM, a ambas
temperaturas. Por otra parte, a partir de estos resultados se observa que, para las mezclas con
p-CD 10 mM, la cantidad de teofilina “contra-transportada” (debido al signo negativo que
presenta D,,/D,) por cada mol de ciclodextrina que difunde, crece cuando lo hace la
presencia de teofilina en el medio, llegando hasta los 0,2 moles de teofilina, a la temperatura
de 298,15 K. Cuando incrementa la temperatura hasta los 310,15 K, esta cantidad se ve
disminuida, sin que pueda apreciarse una tendencia de cambio definida. Para esas mismas

disoluciones se observa, simultineamente, que a 298,15 K la cantidad de f-CD “contra-
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transportada” (signo negativo de D,,/D,,) por cada mol de teofilina que difunde, llega a ser de
0,1 moles y disminuye progresivamente con la mayor presencia de teofilina en el medio. El
aumento de la temperatura hasta los 310,15 K, cambia el sentido del transporte “acoplads” de
la §-CD. En efecto, el signo de D,,/D,, cambia a positivo, lo que indica un “co-transporte’ de
la ciclodextrina asociado al proceso de la difusiéon de la teofilina, cuya intensidad tiende a

disminuir a medida que aumenta la concentracién de teofilina en el medio.

7.2.3.2. Influencia de la hidroxipropil-B-ciclodextrina sobre la difusién de la teofilina

Los valores medios de los coeficientes de difusiéon D,,, D,, D,, y D,, para el sistema
ternario HP-6-CD (1)+ teofilina (2) + agua, a 298,15 K [34] y 310,15 K, se muestran en la

tabla 7.21. En todos los casos, la incertidumbre que acompafia a estos valores es del 1-2 %.

Para el caso de la teofilina en presencia de HP-5-CD se obtienen igualmente coeficientes
de difusion principales, D,, y D,,, inferiores a sus correspondientes binarios, D, y D,,
medidos en las mismas condiciones experimentales (tablas 6.18 y 6.8, del capitulo 6) con
desviaciones que alcanzan, respectivamente, hasta el 4% para la ciclodextrina (D,, respecto
de D)) y que, del mismo modo que ocurria al analizar en un capitulo precedente la influencia
de la presencia de la cafeina en estos medios, dichas desviaciones pueden ser mucho mayores
(pudiendo llegar a alcanzar hasta el 25%) para el caso de la teofilina (D,, respecto de D)), a la

temperatura mas elevada de 310,15 K.

Por otra parte, al comparar estos valores encontrados en presencia de HP-g-CD con los
hallados en presencia de f-CD, se evidencian algunas diferencias significativas respecto a lo
encontrado en el examen paralelo que se realiz6 para las disoluciones con presencia de
cafeina. Y es que mientras los valores de D,, en presencia de HP-4-CD son, como en aquella
ocasion, menores que sus correspondientes en presencia de f-CD, a ambas temperaturas, las
disminuciones ahora encontradas son de mucha menor cuantia (diferencias entre un 2-5 %).
Por el contrario, los valores de D,, presentan un comportamiento diferente. En efecto, a
298,15 K, cuando la concentraciéon de HP-5-CD es baja, D,, presenta un valor que es
superior (en torno al 5%) al encontrado en presencia de f-CD; pero al aumentar la cantidad
de HP-$-CD presente, dicho valor de D,, se iguala e, incluso, se torna mucho menor que el
obtenido en presencia de f-CD (entre un 10-16 % inferior). A 310,15 K, esta situacién se
mantiene aunque con diferencias que son menos pronunciadas (oscilaciones en torno al 3 -

7 %).
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Tabla 7.21. Coeficientes de difusion ternaria, D,,, D,,, D,, y D,,, para el sistema

hidroxipropil-g-ciclodextrina (1) + teofilina (2) + agua a 298,15y 310,15 K

Co e DrESF Derso Dat Sy DetSy oo
/10 (m2s1) /10 (m2's1) /10 (m2s1)  /10° (m?s)
T=298,15 K
0,002 0,002 0306+ 0,002 0,002%0,001 0,068+0020 0,756+0,017 0,003 0,222
0,002 0,005 0305+ 0,003 0,002%0,003 0,070+0,022 0,736+0,009 0,003 0,230
0,002 0,010 0304+ 0,008 -0,002+ 0,001 0,042+0016 0713 +0,005 -0,002 0,138
0,005 0,002 0303+ 0,007 0,008%0,008 0,054+0019 0719+0,008 0,011 0,178
0,005 0,005 0301 +0,006 0,024+0,001 0,063+0024 0682+0,026 0035 0211
0,005 0,010 0300+ 0,007 -0,010+ 0,002 0,020+ 0,028 0,641 +0,020 -0016 0,067
0,000 0,010 0303+ 0,005 0,009+0011 0,032+0,007 0,644 +0,009 0,002 0,107
0,010 0,000 0300+ 0,003 0,052+0,014 0,006+0011 0673+0,013 0,077 0,020
0,010 0,002 0300+ 0,007 0,014 0,005 0,042+0,002 0,597 0,026 0,023 0,140
0,010 0,005 0,299 +0,008 0,023+ 0,004 0,056+ 0,053 0,570 +0,034 0,040 0,187
0,010 0,010 0,298 0,005 -0,029 + 0,019 -0,009 0,090 0,548 + 0,038 -0,053  -0,031
T=310,15 K
0,002 0,002 0411+ 0,004 -0,041+ 0,007 0,102+ 0,072 1,054 0,026 -0,039 0,248
0,005 0,005 0408+ 0,005 -0,006+ 0,001 0,039+ 0,023 0923+0,010 -0,006 0,095
0,010 0,002 0406+ 0,006 -0,043 + 0,015 0,077 +0,039 00904 + 0,013 -0,047 0,189
0,010 0,005 0406+ 0,004 -0,018+ 0,012 0,053+ 0,018 0,866+ 0,004 -0,021 0,130
0,010 0,010 0406+ 0,008 -0,013+ 0,008 0,235+ 0,046 0,856+ 0,020 -0,015 0,578

@ Unidades: (mol dm3); ® §, representa la desviacion estindar de todas las medidas realizadas;
©D,,/D,,tepresenta el nimero de moles de HP--CD transportados por 1 mol de teofilina;

@ D,,/D,, teptresenta el nimero de moles de teofilina transportados por 1 mol de HP-4-CD.

Los valores de los coeficientes de difusion secundarios, D,,, que presentan por lo general
valores diferentes de cero, dentro del error experimental que acompafia a su determinacion,
pueden ser utilizados para comprender la influencia de la ciclodextrina en la difusién de la
teofilina. Es indudable que se observa un aumento relativamente significativo en los valores
de D,,, principalmente en presencia de la concentraciéon mas elevada de HP-$-CD, y a ambas
temperaturas. Eso significa que el gradiente de concentraciéon de HP-5-CD produce un “co-
transporte’ acoplado de teofilina (signo positivo de D,,/D,) de manera que, a las
composiciones ensayadas, 1 mol de HP-5-CD que difunde “co-fransporta” hasta 0,2 moles de
teofilina, valor que alcanza los 0,6 moles cuando aumenta la temperatura. El flujo acoplado

de ciclodextrina, provocado por el gradiente de teofilina es, por el contrario, muy pequefio
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(no sobrepasa los 0,08 moles por cada mol de teofilina difundente), disminuyendo
igualmente con el incremento de la temperatura y sin que parece pueda apreciarse un patron

de comportamiento claro para el mismo.

7.2.3.3. Estimacion de las constantes de asociacion

En las tablas 7.22 y 7.23 se presentan los valores estimados para las constantes de
estabilidad K, calculados mediante la aplicaciéon del modelo teérico propuesto por Paduano ez
al. [28-31] ya descrito anteriormente en este mismo capitulo, al considerar el analisis de los
resultados en presencia de la cafeina. Dichos valores de K se determinaron a partir de los
obtenidos para los coeficientes de difusién experimentales aqui presentados con anterioridad.
Se ha mantenido la hipétesis de que las especies presentes (ciclodextrina y teofilina) pueden
originar un complejo del tipo 1:1. También en este caso, el error que acompana el calculo de
estas constantes de asociacion, asi como del coeficiente de difusion de la especie compleja,

D;;’, es del mismo orden de magnitud que el error experimental de las medidas.

Tabla 7.22: Valores de la constante de asociacién Ky de los coeficientes de difusion de las
especies en equilibrio, Dy/%, D22, y D;; estimados para las disoluciones acuosas de

teofilina en presencia de f-ciclodextrina, a 298,15y 310,15 K.

) Dy D" D;s;* K
/(mol-dm-3) /107 (m?:s) /107 (m2-s) /107 (m2:s) /(dm3-mol-)
T=298,15 K
0,002 0,770
0,005 0,317 0,748 0300 (+0,012) 285 (£ 1,4)
0,010 0,720

T=310,15 K
0,002 1,064
0,005 0,436 1,003 0,395 (£ 0,027) 22 (£ 23)
0,010 0,948

Nota: los datos presentados son tnicamente en presencia de una concentracioén constante de f-CD 10 mM

. ., . , . * *
Para obtener la estimaciéon de K a partir de este modelo tedrico, D,, y D,, se
consideraron iguales a los valores de los coeficientes de difusién binarios, D, (ciclodextrina) y
D, (huésped) a la misma concentracion, una vez efectuada la correccion por la viscosidad de

la disolucién, para dicha concentracion. Los valores finalmente aceptados para D;; y K. son

173



Capitulo 7

aquellos que ajustan mejor los datos obtenidos experimentalmente, dentro del error

experimental que acompafia a estas determinaciones.

Tabla 7.23: Valores de la constante de asociacion Ky de los coeficientes de difusion de las
especies en equilibrio, Dy, D22, y D;; estimados para las disoluciones acuosas de

teofilina en presencia de hidroxipropil-g-ciclodextrina, a 298,15 y 310,15 K.

e D~ Dy Dss* K
/(mol-dm-3) /107 (m?-s)) /107 (m2-s) /10 (m2-s) /(dm3-mol-t)
T=298,15 K
0,002 0,769
0,005 0,307 0,746 0,265 (£ 0,013) 85 (£ 8,0)
0,010 0,719

T=310.15 K
0,002 1,042
0,005 0,406 0,982 0385 (£ 0,012) 39 (+ 1,4)
0,010 0,929

Nota: los datos presentados son Gnicamente en presencia de una concentracién constante de HP--CD 10 mM

Los valores encontrados para las constantes de estabilidad, por la aplicacién del modelo
teérico de Paduano ef al., estan en un relativo buen acuerdo con los estimados previamente
haciendo uso de las medidas volumétricas. No obstante, de nuevo los valores obtenidos para
K son inferiores a los previstos y discrepan de los que estin recogidos en la literatura
cientifica. La respuesta hay que buscarla, posiblemente, en las aproximaciones del modelo

teérico utilizado para realizar el calculo.

Ciertamente estos resultados experimentales evidencian un efecto significativo de la
presencia de la HP--CD sobre la teofilina en disolucién acuosa. Esto es, se puede identificar
una disminucién bastante acentuada de D;;, con respecto a D,,’, mayor de la que serfa de
esperar si la molécula de teofilina estuviera total o parcialmente incluida en la cavidad de la
ciclodextrina. Posiblemente, esto se deba a que tiene lugar asociaciéon tanto en el interior
como en el exterior de la cavidad de la ciclodextrina, participando mas de una molécula de
teofilina y ese es el motivo por el cual ambos D,, y D;; presentan valores que son bastante
mas pequefios de lo esperado. Es mas, los cambios de volumen anteriormente encontrados
para el proceso de asociaciéon (relativamente grandes, sobre todo para la ciclodextrina)
permiten suponer que no solo la cavidad debe encontrarse involucrada en esta asociacion,

sino que hay interacciones entre el exterior de la ciclodextrina y la teofilina, posiblemente de
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las partes apolares de ambas moléculas. En definitiva, a través de los wvalores aqui
encontrados para los coeficientes de difusién de la especie asociada, se podria asumir,
incluso, que debe ocurrir una asociaciéon entre 2 moléculas de teofilina y una molécula de la

ciclodextrina.

7.2.4. Resumen

Se han estudiado disoluciones acuosas de teofilina en presencia de ciclodextrinas,

aplicando técnicas volumétricas, viscosimétricas y de medida de los coeficientes de difusion.

A partir de las propiedades de las disoluciones acuosas estudiadas, se ha comprobado que
se producen interacciones entre ambos solutos: la teofilina y la ciclodextrina presente. A
través del ajuste de los datos experimentales obtenidos, a modelos tedricos, ha sido posible
hacer una estimacién de los valores para la constante de asociacion, bajo la suposicion de
tratar la mezcla agua + ciclodextrina como un disolvente mixto y de que se forman

complejos teofilina-ciclodextrina del tipo 1:1.

En base a los valores de los volimenes molares aparentes, se ha comprobado que ocurre
asociacion entre la teofilina y ambas ciclodextrinas, a las dos temperaturas estudiadas.
Ademas, que en presencia de HP-4-CD los valores de la constante de estabilidad son mas
elevados que en presencia de [-CD, a ambas temperaturas, aunque la constante de

estabilidad, K, disminuye l6gicamente al aumentar esta temperatura.

Las medidas de viscosidad han evidenciado el caracter formador de estructura (structure
mafking) de la teofilina en estos medios, lo que es indicativo de la existencia de importantes
interacciones teofilina-ciclodextrina-agua. En el caso de la HP-6-CD se forman complejos de

no inclusién teofilina-ciclodextrina, a ambas temperaturas.

Ademas, hay que indicar que todos estos resultados, unidos a los obtenidos para la
difusién mutua, han evidenciado la existencia simultanea de interacciones tanto dentro como
fuera de la molécula de la ciclodextrina. Esto es, la asociacién que ocurre en la disolucion
acuosa, especialmente en presencia de HP-g-CD, podria involucrar a dos moléculas de

teofilina por cada molécula de ciclodextrina.

Asimismo, es importante comprobar que a la temperatura fisiolégica, 310,15 K| se sigue
produciendo asociacién entre ambos solutos, la teofilina y la ciclodextrina, hecho éste que no

ha sido tenido en consideracion, hasta el momento presente.
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Por dltimo, si se tiene en cuenta que los cambios de volumen encontrados en este trabajo
de Tesis Doctoral, para el proceso de complejacion de la teofilina son razonablemente
superiores a los encontrados para el de la cafeina y que, ademas, las constantes de estabilidad
obtenidas son de un orden inferior, es razonable suponer que en disolucién acuosa, el

proceso de interaccion de estas dos xantinas con las ciclodextrinas estudiadas es distinto.
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Capitulo 8

Estabilidad de los complejos ciclodextrina -
farmaco: Influencia de iones con
relevancia en los procesos fisiologicos

La alteracion de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas de un farmaco,
producidas como consecuencia de su complejacion con una molécula de ciclodextrina, posee
un considerable e interesante potencial desde el punto de vista farmacéutico. La constante de
estabilidad y la estequiometria de los complejos de inclusion, dependiendo de Ia
concentracion de ciclodextrina y de la molécula huésped bajo estudio, resultan de utilidad
como indicadores para estimar tanto la estabilidad del complejo, como los cambios en las
propiedades fisicoquimicas de la molécula huésped. Sin embargo, estos no son los unicos
factores a tener en consideracion en el disefio de formulaciones y en la eleccion de las vias de
administraciéon del farmaco. Es necesario considerar, ademas, el entorno biolégico, # vivo,
que rodea a estos complejos: dilucién, temperatura, pH y los iones que forman parte de los

fluidos biologicos.

En el capitulo anterior se analizaron los efectos de la concentracion y la temperatura
sobre la constante de estabilidad de los sistemas que contienen una ciclodextrina (§-CD o
HP-6-CD) y una metilxantina (cafeina o teofilina). En el presente capitulo, se abordara el
estudio de la influencia de la presencia de iones con actividad fisiolégica relevante, sobre la
estabilidad de las interacciones ciclodextrina-farmaco. Ciertamente, los iones presentes en los
fluidos biolégicos, tanto intra como extra celulares, pueden tener efectos significativos sobre
las moléculas del farmaco, principalmente si pueden interaccionar con ¢l vy,

consiguientemente, influir en sus interacciones con la ciclodextrina.

En general, las sales pueden influir sobre los complejos de las ciclodextrinas de distintas

maneras [1-3]. Pueden producir efectos de “salting in” o de “salting out”, que afectan a la
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estructura de la disolucién y desvian los equilibrios que estén ocurriendo en la disolucion.
Pueden, asimismo, contribuir a la estabilizacion de complejos ternarios de inclusion
ciclodextrina/firmaco en la disolucién, a través de la interaccion de los iones con ambas
moléculas participantes en el complejo. Ademas, los iones constituyentes de la sal pueden
entrar en competiciéon con las moléculas del farmaco para penetrar y quedar incluidos en la
cavidad de la ciclodextrina, hecho éste que puede verse favorecido cuando estan implicados
aniones de elevado tamafo. Finalmente, los cationes pueden interaccionar con moléculas del
farmaco, si éste posee carga eléctrica, a través de interacciones entre pares iénicos, hecho que

puede tener un papel importante en el mecanismo de formacién de complejos.

Este trabajo se ha dirigido a analizar los efectos del cloruro potasico sobre la estabilidad
de las interacciones que tienen lugar entre una ciclodextrina (f-CD o HP-f-CD) y una
metilxantina (cafeina o teofilina). Antes de pasar a examinar los resultados obtenidos para
disoluciones acuosas de cafeina y teofilina en presencia de ciclodextrinas y KCl, se analizara
cada uno de los sistemas per se. En el capitulo anterior se obtuvieron las constantes de
estabilidad para los complejos farmaco-ciclodextrina, seguidamente se considerara la
influencia del potasio sobre los farmacos y sobre las ciclodextrinas, de forma individual, en

disolucién acuosa.

8.1. Efecto del KCl sobre las propiedades de las disoluciones acuosas de cafeina y de

teofilina

Se puede encontrar en la literatura cientifica alguna informacién respecto a la interaccion
y los efectos de iones' que tienen una participacién importante en los procesos fisiologicos
(K', Na", CI), sobre la cafeina y la teofilina [4-5]. Estos estudios revelan que el i6n potasio
forma una unién a través del O6 y del N9 con la cafeina, asi como del O6, del N9 y del N7
con la teofilina, derivandose como resultado de esta unidén, valores de constantes de
asociacion de 5,08 x 10’ para Kiey y de 2,13 x 10° para Ky, Estos resultados son
importantes si se consideran conjuntamente con los valores de las constantes de la asociacién
entre las ciclodextrinas, la cafeina y la teofilina, obtenidas anteriormente en este trabajo de

Tesis Doctoral.

En realidad, en el lugar de “iones potasio” se podria decir “sustancias conteniendo potasio” por una cuestion de
coherencia termodinamica, es decir, podrfamos preferir un lenguaje fenomenolégico a un lenguaje basado en
conceptos extra termodindmicos. Sin embargo, esta consideracion tornarfa el texto mas extenso y posiblemente

menos comprensible para algin lector.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que los estudios que han llevado a la obtencién de
los valores anteriormente sefialados para estas constantes de asociacion, usando técnicas de
FT-IR y de espectroscopia de UV, se han realizado en presencia de concentraciones
considerablemente superiores (hasta 40 mM) a las del potasio intracelular (3,5 a 5,0 mM) y,
ademas, con la presencia de otros iones diferentes al potasio, que tuvieron que ser
necesariamente introducidos para ajustar el pH del medio y que, muy probablemente, deben

tener su influencia en el proceso de la asociacion.

A través de medidas de los coeficientes de difusion de disoluciones acuosas de cafeina y
de teofilina en presencia de cloruro de potasio, se puede hacer una estimacioén del valor de la
constante de asociaciéon de estos solutos, recurriendo para ello a modelos tedricos tales
como, por ejemplo, el muy sencillo desarrollado por Leaist e al. [6-7], que correlaciona los
coeficientes de difusion ternarios de los solutos con los valores, en el equilibrio, de los
coeficientes de difusion y las concentraciones de las especies que difunden. Este modelo esta
ampliamente descrito en el capitulo 4 ( ecuaciones (4.2.24) a (4.2.31)) de esta Memoria de
Tesis Doctoral, por lo que a continuacién tan solo se muestran las ecuaciones

particularizadas para los sistemas concretos aqui estudiados.

Si se asume que las interacciones entre estos solutos ocurren en la proporcion 1:1, en el

caso en que esté presente la cafeina, el equilibrio vendria descrito por

K
KCI + Cafeina e Cafeina-K* (8.1.1)

Usando las ecuaciones (8.1.2) y (8.1.3) [6-7] y los datos experimentales obtenidos a través
de las medidas de los coeficientes de difusion ternaria de trazas de KCI disueltas en
disoluciones acuosas de cafeina, D,," (¢,/¢, = 0) asi como de las medidas de los coeficientes
de difusion ternaria de trazas de cafeina disuelta en disoluciones acuosas de KCI, D,,’ (¢,/¢, =

0), se pueden estimar la difusividad de la especie asociada y la constante de asociacién

correspondiente
D! (c—] = ) _op  — tPeompiget (XD (8.1.2)
1\, cr DCI_+(X])Dgampleju+(]-X,)Df<+ 1.
0 0 0
D” (z_; :0) :XZDcomPlejO+(1-X2)DCq/él'na (81 3)

0 0 . . ., .,
donde D'r, v D', tepresentan los coeficientes de difusion, a concentracion
infinitesimal, de la cafeina y del complejo Cafeina-K', respectivamente. El valor de DoCafe[/m se

ha considerado que es igual al del coeficiente de difusién, a concentracion infinitesimal, de la
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cafeina en disolucion acuosa.

En las ecuaciones (8.1.2) y (8.1.3), X, y X, representan la fracciéon de iones asociados, de

potasio (X)) y de cafeina (X)), respectivamente, en cada composicion utilizada. Esto es

’ +
= [Cafema.K ]Complejo (8 1 4)
1 + .t -1
[K ]lihre+ [CafemaK ]complejo
y
[Cafeina‘KJr]complejo
2= — ——— (8.1.5)
[Cafeinal+ [Cafeina-K ]complejo
Hay que tener presente que cuando la difusion se produce en condiciones de trazas de
cada componente, se tiene que X; = X, , y la constante de asociaciéon queda definida,

entonces, por

0.01(1-X;)  0.01(1-X)

K (8.1.6)

Reorganizando adecuadamente las ecuaciones (8.1.2) a (8.1.6), se puede obtener, tal
como se ha sefialado con anterioridad, la constante de asociaciéon del complejo y el

coeficiente de difusién de la especie asociada.

El modelo es aplicable, igualmente, en el caso en que esté presente la teofilina en el

medio, cambiando simplemente cafeina por teofilina en las ecuaciones (8.1.2) a (8.1.6).

No obstante, hay que tener presente que la simplicidad de este modelo conlleva la
introduccién de unas aproximaciones que, evidentemente, limitan los resultados obtenidos
mediante su aplicaciéon. Y asi, este modelo no tiene en cuenta el cambio en el valor de la
constante dieléctrica del medio como consecuencia de la presencia de solutos, asi como
tampoco considera los cambios en la hidratacion de éstos [8], al tiempo que admite un valor
unidad para todos los coeficientes de actividad de las especies presentes, al considerar que
dicho modelo esta siendo aplicado en el rango de las concentraciones diluidas y que, por
ultimo, las movilidades tanto de las especies libres como de las asociadas no cambian cuando

cambia la concentracion.

Por otra parte, aproximaciones que este modelo involucra y que limitan su validez en
cuanto a los resultados encontrados [8], pueden ser eliminadas, total o parcialmente, sin mas
que considerar la introduccién de ciertas modificaciones simples tendentes a aumentar la
validez y aplicabilidad a sistemas como los aqui analizados. Asi, en el calculo, se toma en

consideracion la aportacion que la viscosidad de la disolucion tiene en el valor del coeficiente
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de difusion, es decir, los coeficientes de difusion de las especies se corrigen por efecto de la

viscosidad de la disolucién que se esté considerando.

Ademas, ambas especies, cafefna y teofilina, son electrélitos débiles cuya fraccion
protonada no se tiene en consideracion; ya que ambas constantes de protonacién: K, = 0,78
(mol kg") para la cafefna [9] y K, = 0,94 (mol kg') para la teofilina [10] son de un orden de
magnitud relativamente pequefio, pero no despreciable, podrian ser tenidas en cuenta.
Asimismo, podria tenerse en cuenta la asociaciéon de las moléculas de las metilxantinas, ya
que sus constantes de dimerizacién son conocidas, K,= 158 (dm’ mol") para la cafeina y
K,= 5,6 (dm’ mol") para la teofilina [11] e introducir esta correccién en el modelo. La auto-
asociacion de la teofilina es bastante mas pequefia que la de la cafeina, y, en el rango de
concentraciones en el cual se ha trabajado (por debajo de 10 mM), es razonable asumir que la
asociacion de las moléculas de teofilina es despreciable y que la cafeina no se encuentra

asociada en especies de orden superior al dimero. Asi, al existir un equilibrio
K
Caf + Caf, , < Caf, (8.1.7)
las ecuaciones (8.1.3) y (8.1.5) deberfan ser corregidas, sustituyendo DOCWW por

DY + 27D, (8.1.8)

donde D’ y D, representan a los coeficientes de difusion, a concentracion infinitesimal, de

las entidades mondémeras y dimeras de la cafeina y

v=x/ vy Zz= (8.1.9)

Ny

M D : s / P%
donde X," y X,” representan a las porciones de monémero y de dimero, en relacién a la

fracciéon de cafeina no asociada, (1-X,), asumiendo para ello que
X'+ x5 =1 (8.1.10)

Una vez hechas estas consideraciones, en los apartados que siguen se presenta un analisis
de los resultados experimentales obtenidos para los coeficientes de difusion de ambas

metilxantinas en presencia de KCI.

185



Capitulo 8

8.1.1. Efecto del cloruro potasico sobre las propiedades de la cafeina acuosa

Los valores de los coeficientes de difusion para el sistema ternario KCl (1) + cafeina (2)
+ agua, D,, D,,, D, y D,,, a 298,15 K y 310,15 K, se resumen en la Tabla 8.1. Estos
resultados corresponden a los valores promedio de 6 experimentos realizados. En todos ellos
se observo una buena reproducibilidad de los resultados, tal y como se advierte al observar
las pequefias desviaciones estandar encontradas, respecto de dicho valor medio, §),. Los
limites de error de estos resultados se aproximan al valor de la imprecisiéon del método de

medida, por lo que incluyen una incertidumbre experimental del 1-3%.

Tabla 8.1. Coeficientes de difusion ternarios D,,, D,,, D,, y D,, parala cafeina acuosa (2) en

presencia de KCI (1), a 298,15 K y 310,15K

Coo o DSy D% Spb Dy % Spb Doz £50 1 /Do
/10 (me-sT) /109 (s ) /109 (s ) /102 (m2-s)
T=298,15 K
0,010 0,000 1,871+0,015 -0,112+0,058 -0,007 +0,028 0,759 + 0,017 -0,148  -0,004
0,000 0,010 1,859 +0,019 0,000+ 0,007 -0,076 + 0,022 0,703 + 0,013 -0,001  -0,041
0,002 0,002 1951 +0,031 -0,165+0,081 -0,056+ 0,025 0,746 + 0,014 -0221  -0,029
0,005 0,005 1903+ 0,028 -0,120+0,042 -0112+0,019 0,731 +0,012 -0,164 -0,059
0,010 0,010 1,844 +0,015 0,104 +0,054 -0282+ 0,096 0,688 +0,031 0151 -0,153
T=310,15 K
0,010 0,000 2420+ 0001 0231+0026 -0,004+ 0003 1,029+0022 0224 -0,002
0,000 0,010 2386+ 0,003 -0,004+0,031 -0,019+0,006 0984 %0015 -0,004 -0,008
0,002 0,002 2420 +0,022 -0,099 0,033 0,007 +0,034 1,024 +0,013 -0,097 0,003
0,005 0,005 2390+ 0,013 0,005+ 0,018 -0,091+ 0,019 0,956+ 0,008 0,005 -0,038
0,010 0,010 2370 +0,009 0064 +0,005 -0257+0,021 0,898 +0,003 0072 -0,109

® Unidades: (mol dm?); ® §, representa la desviacién estindar de todas las medidas realizadas;
©D,,/D,, tepresenta el nimero de moles de KCl transportados pot 1 mol de cafeina;

@ D,,/D,, representa el nimero de moles de cafeina transportados por 1 mol de KCI.

Al analizar la tabla 8.1 se comprueba, en primer lugar, que ambos coeficientes de difusion
principales D,, para el cloruro de potasio y D,, para la cafeina, disminuyen su valor en
presencia del otro soluto, a ambas temperaturas, 298,15 y 310,15 K, respecto del que
presentan cuando se encuentran solos en la disolucién (los del sistema binario KCl + agua

estan recogidos en la tabla 8.2; y los de la cafeina se obtuvieron al estudiar el correspondiente
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sistema binario y estan recogidos en la tabla 6.4, del capitulo 6). Estas diferencias son de,

aproximadamente, un 4-5%.

Tabla 8.2. Coeficientes de difusion mutua de disoluciones

acuosas de KCl 2 298,15 y 310,15 K

) B D D+ 5p
/(10- m2-s-1)a /(10 m2-s-1)b
I-dm3 I-dm-3
/(mol-dm-?) / (mol-dm-?) (298,15 K) (310,15 K)
0,002 0,002 1,954 2,484 + 0,001
0,004 0,004 1,940 2,482 + 0,008
0,005 0,004 1,934 2,481 + 0,009
0,008 0,004 1,922 2,476 % 0,006
0,010 0,004 1,918 2,473 £ 0,006

@ estos resultados se han obtenido mediante la técnica de Taylor y la técnica conductimétrica [12-13];

®) §, representa la desviacién estindar de todas las medidas realizadas.

Una posible explicacion a esta disminucion observada en el coeficiente de difusion de la
cafeina podria buscarse sobre la base de que tuviese lugar un proceso de auto-asociacion. Es
sabido que en disolucién acuosa, las moléculas de cafeina se asocian entre si,
mayoritariamente mediante interacciones entre grupos hidréfobos, dada la ausencia de
grupos donantes de H que posibiliten la formaciéon de enlaces internos por puentes de
hidrogeno. Sin embargo, estos puentes de hidrogeno si pueden originarse entre la molécula
de cafefna y el disolvente (agua), a través de los grupos polares carbonilo, situados en las
posiciones 2 y 6 y del nitrégeno N9. Segun Falk e /. [14], si las moléculas de cafeina estan
libres en disolucion, los carbonilos de las posiciones 2 y 6 estaran perfectamente hidratados,
pero cuando se produce asociacion, por “vertical stacking’, el impedimento estérico dificulta su
hidratacién, a pesar de la estructura relativamente flexible que presenta el dimero. Por lo

tanto, el acceso bien sea de las moléculas de agua, bien de los iones potasio del medio, no

serfa libre sino que estarfa condicionado.

Ahora bien, los datos obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral sugieren que este
proceso de auto-asociacion de la cafeina no debe ser el tnico responsable de la disminucion
de su coeficiente de difusiéon. En efecto, estos cambios observados en los coeficientes de
difusién principales de la cafeina, en el rango de concentraciones de este estudio, pueden
deberse a que, al asociarse ésta con los iones K* del medio, disminuye su movilidad debido,

por una parte, al efecto estérico, ya que el tamafio de la especie asociada es ligeramente
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mayor que el de la cafeina libre y, por otra parte, como resultado de su densidad superficial
de carga eléctrica positiva, ya que un gradiente de concentraciéon de KCl origina la aparicion
de un campo eléctrico que provoca la desaceleracion tanto a los iones K libres presentes en
la disolucién, como a los que se encuentran asociados a la cafeina. De hecho, una
confirmaciéon de tal extremo podria encontrarse al observar el comportamiento del
coeficiente de difusién secundario, D,,, que representa el flujo de cafeina generado por el
gradiente de concentracién de cloruro potasico en la disolucion y cuyos valores, de signo
negativo, difieren significativamente de cero. Del cociente D,,/D,,, que representa el numero
de moles de cafeina transportados por 1 mol de KCI, se puede comprobar que,

<

efectivamente, 1 mol de KCl difundente puede “contra-transportar’ (esto es, transportar en
sentido opuesto al de su gradiente de concentracién, dado su signo negativo) hasta 0,15

moles de cafeina.

El aumento de la temperatura tampoco parece favorecer la interacciéon entre las
moléculas de cafeina. De los datos de la tabla 8.1, a 310,15 K, se comprueba que el
coeficiente de difusion de la cafeina disminuye con el aumento de la concentracion y que,
ademas, dicha disminucién es mayor que la observada a 298,15 K. Ademas, que el transporte
acoplado de solutos, cuantificado a través de los valores de los coeficientes de difusion
secundarios, se reduce a esta temperatura mas elevada. Sin embargo, el hecho de que haya
mas moléculas de cafeina bajo la forma de mondémeros podria permitir una mayor
interaccion con el medio (disolvente) y, consiguientemente, con los iones K'. Una manera de
comprobar este extremo serfa a través del analisis de los valores de los coeficientes de
difusién en condiciones de trazas del soluto, analisis que permitiria, por aplicacién del
modelo descrito en el apartado anterior, cuantificar la asociacion de estos solutos y obtener el

valor de su constante de asociacion.

Para el sistema bajo estudio se ha obtenido, a 298,15 K, un valor para K de 26,8 M y un

coeficiente de difusién, D’ de la especie asociada Caf-K', a concentracion infinitesimal,

complejo>
de 0,755 x 10 m*s™". A 310,15 K, la constante de asociacién K tiene un valor de 31,6 M y
el coeficiente de difusién de la especie asociada CafK', a concentracién infinitesimal, de
0,860 x 10” m®s™. Hay que destacar que a 310,15 K el coeficiente de difusién a
concentracién infinitesimal de la especie asociada, es un 20% menor que el de la cafeina libre,
en las mismas condiciones. Estos resultados difieren considerablemente de los que se
encuentran recogidos en la literatura cientifica. Diferencia que podria deberse, en gran

medida, a las distintas condiciones experimentales en que se han realizado los

correspondientes estudios. No obstante las diferencias y teniendo en cuenta todos los
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enfoques que intervienen en el modelo que se ha manejado, tanto estos resultados aqui
obtenidos, como los que se encuentran en la literatura cientifica, sefialan la existencia de
ocasionales complejos en la disolucidon, cuya presencia resulta importante a la hora de

analizar el comportamiento de la difusién de dicho sistema.

A partir de los datos anteriores, se podria hacer una estimacion del radio hidrodinamico
de la molécula de cafeina en la disolucién acuosa conteniendo KCI, mediante la aplicacion de
la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacion (6.1.2) del capitulo 6 de esta Memoria). Los
resultados asi obtenidos fueron: r (298,15 K) = 0,32, nm y r (310,15 K) = 0,31, nm.
Comparando estos valores con los obtenidos para la cafeina en disolucién acuosa (sin la
presencia de KCl), se aprecia un ligero incremento en el tamafio del radio hidrodinamico de
la molécula de cafeina a 298,15 K (inferior al 1%) que es mucho mas significativo (casi un
5%) cuando la temperatura se eleva hasta los 310,15 K. Estos resultados sirven de soporte a
las hipétesis anteriormente manejadas, de que la cafeina se asocia a los iones K* del medio y

de que dicho proceso se ve favorecido por el aumento de la temperatura.

8.1.2. Efecto del cloruro potasico sobre las propiedades de la teofilina acuosa

Los valores de los coeficientes de difusion para el sistema ternario KCI (1) + teofilina (2)
+ agua, D,,, D,,, D,, y D,,, a 298,15 Ky 310,15 K, se presentan en la Tabla 8.3 [15]. Dichos
valores corresponden a la media de los obtenidos en, al menos, 6 experimentos diferentes
para los que se observé una buena reproducibilidad, tal y como puede comprobarse a través
de las pequefias desviaciones estandar de la media, ), que también aparecen en la tabla 8.3.
Los limites de error de estos resultados son proximos a la imprecision del método de medida,

por lo que la incertidumbre experimental es del 1-3%.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos para los sistemas binarios a la misma
temperatura, esto es, para el cloruro de potasio en disoluciéon acuosa (tabla 8.2) y para la
teofilina en agua (tabla 6.8, del capitulo 06), se comprueba que en las composiciones utilizadas
en este estudio, el KCI afiadido apenas produce cambios significativos en el coeficiente de
difusién, D,, de la teofilina (siempre inferiores al 1%, con independencia de la temperatura),
mientras que la adiciéon de teofilina al medio genera cambios importantes en el valor del
coeficiente de difusion D,, del KCI (hasta del 12% a 298,15 y hasta del 4% a 310,15 K). Una
posible explicacién a estos resultados podria buscarse considerando que algunas moléculas
de teofilina pudiesen asociarse con el i6n potasio en medio acuoso, a través del O6 y del N7

[5, 16], para existir en la disolucién como eventuales especies agregadas (por ejemplo, en
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forma de complejos), con lo que, consecuentemente, perderfan movilidad, justificando asi
esta importante disminuciéon en D,,. Este efecto serfa menos apreciable al considerar la
influencia del KCI sobre el transporte de teofilina, dada la similitud entre las movilidades de

las especies teofilina libre y teofilina asociada al i6n K.

Tabla 8.3. Coeficientes de difusiéon ternarios, D,,, D,,, D,, y D,,, para la teofilina acuosa (2)

en presencia de KCI (1), a 298,15 K y 310,15K

Co o DnESY Dis £ Sp Doy £ Sp Do 280 1 by
/A0 m2 sy /100 mas Y /100 msT) /(109 ms)
T=298,15 K
0,010 0,000 1,793 £0,009 -0,026 %0017 -0,009 % 0,08 0,800 0,012 0,033  -0,005
0,000 0010 1,856 +0,011 0,08 + 0,006 -0,022+ 0,008 0,687 +0,007 0012  -0,012
0,002 0,002 1,847 +0040 -0,024+0,020 -0,012+0,012 0,783 +0,023 -0,030  -0,006
0,005 0,005 1,842+0,035 -0,313+0,091 -0,108%0,177 0,765 0,020 -0,409  -0,058
0,010 0,010 1,690 0,056 -0,359+ 0,180 -0,103 + 0,020 0,736 + 0,058 -0,488  -0,061
T=310,15 K
0,010 0,000 2423 +0,017 0,098 0,042 0,004 £0,012 1,079 0,003 0,095  -0,002
0,000 0,010 2406+ 0018 -0,001 0,021 -0,083+0,012 00983 +0,016 -0,001  -0,034
0,002 0,002 2459 +0,023 0064 + 0,021 -0,200+ 0,058 1,105+ 0,019 0,058  -0,081
0,005 0,005 2413+0,023 0088 +0,022 -0232+0,100 1,026+0,032 0,08  -0,096
0,010 0,010 2378+0019 0079 +0031 -0,193+0,009 0976+ 0010 0,080  -0,081

® Unidades: (mol dm=); ® §, representa la desviacién estindar de todas las medidas realizadas;
© D,,/D,,representa el numero de moles de KCl transportados por 1 mol de teofilina;

@ D,,/D,, representa el nimero de moles de teofilina transportados por 1 mol de KCl.

Analizando los coeficientes de difusiéon secundarios, D,, y D,,, a concentraciones finitas,
puede tratar de justificarse mejor la influencia del KCI sobre la difusiéon de la teofilina y vice-
versa. A 298,15 K se observa que, en general, estos coeficientes de difusiéon secundarios
presentan signo negativo, lo que significarfa que el gradiente de concentracién de cada
componente produciria, de forma general, un flujo acoplado del otro componente en “contra-
corriente’, es decir, en contra de su gradiente de concentraciéon. Teniendo en cuenta que
D,,/D,, informa acerca del nimero de moles de KCl “contra-transportados” por 1 mol de
teofilina impulsada por su propio gradiente de concentracién, se tendria que, en las
composiciones estudiadas, cada mol de teofilina “contra-transportaria’, como maximo, 0,5

moles de KCl, en el caso éptimo de la mayor concentracion de teofilina. Ahora bien, a partir
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de los valores encontrados para el cociente D,,/D,, en las mismas composiciones, solo se
podria esperar que 1 mol de KCl difundente “contra-transportaria” algo menos de 0,1 moles de
teofilina. Es decir, el efecto que producirfa la difusién de la teofilina se dejarfa sentir de

manera mas acusada sobre la difusioén del KCI, que a la inversa.

Cuando aumenta la temperatura hasta los 310,15 K, el signo de D,,/D,, cambia y se
torna positivo, lo que implica que ahora el transporte de KCl asociado al de teofilina bajo su
gradiente de concentracion, se produciria en el sentido del gradiente de concentracion de
KCl, esto es, se produciria un “co-transporte’ de KCl, si bien su magnitud es muy poco
significativa (menor de 0,1 moles por cada mol de teofilina). Este cambio de
comportamiento podria tratar de justificarse sobre la base de lo ya comentado con
anterioridad, de que el aumento de temperatura afecta en mayor medida a la movilidad del
KCI (que experimenta un aumento de valor mucho menor, al aumentar la temperatura, lo
que puede derivarse en una disminucion relativa del gradiente de concentraciéon de KCl en la
disolucién y, consecuentemente, un “aparente” cambio en su transporte asociado a la

difusion de la teofilina) que a la de la teofilina, en los sistemas estudiados.

Por otra parte, los valores encontrados para los coeficientes de difusiéon secundarios
podrian esperarse a priori, si se tiene en cuenta que la teofilina dispone de un grupo metilo
menos que la cafeina, en la posicion N7, luego es més pequefia y al asociarse con el K*
tendra una densidad de carga mayor y, consiguientemente, el efecto del campo eléctrico
generado por el gradiente de KCl, sobre la especie asociada (y sobre su respectivo coeficiente
de difusion) sera mas intenso. El hecho de que tenga un grupo metilo menos, influye
también en la constante de asociacion, ya que el N7 queda ahora disponible para
interaccionar con el medio. Haciendo el mismo razonamiento que anteriormente, al analizar
la cafeina, se puede esperar que la constante de asociacién del complejo TeofK' se vera
afectada por la auto-asociacion de las moléculas de teofilina aunque, debido a su menor

tendencia a esta auto-asociacion, hay que esperar que ocurra de manera distinta.

Aplicando las ecuaciones (8.1.2) y (8.1.3) se obtiene para el coeficiente de difusion de la

especie asociada, D’ a concentracion infinitesimal y para la constante de asociacién, K,

complejod
los valores de 0,758 x 10” m*s" y 27,2 M"' a 298,15 K, respectivamente, y de 0,778 x
107 m*s” y 25,9 M'a310,15 K, respectivamente. Como puede apreciarse, estos valores son
muy proximos a los encontrados para la cafeina a 298,15 K, pero significativamente

inferiores a 310,15 K, lo que viene a incidir en lo ya comentado, relativo a la influencia de la

temperatura, al analizar los valores encontrados para los coeficientes de difusion.
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Los valores del radio hidrodindmico de la molécula de teofilina en disolucién acuosa con
presencia de KCl, estimados a partir de la aplicacion de la ecuaciéon de Stokes-Einstein
(ecuacion (6.1.2), en el capitulo 6) fueron: 7 (298,15 K) = 0,30, nm y (310,15 K) = 0,30, nm.
Estos valores, comparados con los correspondientes encontrados en disoluciéon acuosa,
sefialan un ligero incremento en el tamafio del radio hidrodinamico de la teofilina, a ambas
temperaturas (alrededor del 1-2 %) que podria venir justificado por una posible asociacion de
la teofilina con los iones presentes en el medio. Este aumento es muy similar al encontrado
para los valores de las constantes de asociacion. Una vez mas, los datos encontrados en este
trabajo de Tesis Doctoral son distintos a los que se encuentran recogidos en la literatura
cientifica aunque, al igual que aquellos, coinciden en sefialar la existencia de interacciones
entre la teofilina y los iones del medio y, ademas, que esta interacciéon disminuye con el

aumento de la temperatura.
8.1.3. Resumen

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral, se ha podido
estimar que es correcta la hipotesis de que tanto la cafeina como la teofilina interaccionan

con los iones presentes en los fluidos fisiolégicos y, en concreto, con los iones K.

Asimismo, se ha podido comprobar, a través de la aplicaciéon de un modelo bastante
sencillo, que ambas xantinas presentan constantes de asociaciéon con valores comprendidos
entre 25y 30 M, con independencia de la temperatura (298,15 Ky 310,15 K). Los pequefios
cambios observados en los valores de estas constantes, parecen ser de origen estructural y no
derivados del efecto de la temperatura. Asimismo, queda claro que la teofilina es la que

resulta mas afectada por la presencia de un electrélito en el medio.

También se estimaron las variaciones ocurridas en el radio hidrodindmico de estas
moléculas, inducidas por la presencia de los iones K y Cl en la disolucién y se comprobd
que estas variaciones concuerdan con los valores obtenidos para las constantes de asociacién

de los solutos en disolucion acuosa.
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8.2. Efecto del KCl sobre las propiedades de las disoluciones acuosas de

pB-ciclodextrina y de hidroxipropil-S-ciclodextrina

Es sabido que las ciclodextrinas tienen gran capacidad para incluir en su cavidad diversas
moléculas organicas, complejos de metales de transicion y algunos iones inorganicos [1, 17].
La mayoria de los autores parecen estar de acuerdo en que la asociacion de las ciclodextrinas
con los aniones (p. €j., Cl) es mas fuerte que la asociacién con los cationes (p. €j., K*) [18].
Esto es légico si se tiene en cuenta que con los aniones se pueden formar enlaces por
puentes de hidrogeno CI'--H-O y que éstos no se producen en el caso de un catiéon. Se ha
propuesto, asimismo, que el interior de la cavidad de la ciclodextrina se compone
mayoritariamente de carbono polarizado positivamente 'y que este entorno,
microscopicamente positivo, favorece la inclusion de huéspedes anidnicos y desfavorece a
los huéspedes catiénicos [19]. Puesto que se quieren conocer las consecuencias de la
presencia de los sales sobre el valor de las constantes de equilibrio para la formacién de
complejos de inclusion, interesa saber de qué forma influye la presencia de iones K y de CI

y establecer cudl sera el valor de la constante de su asociacién con la ciclodextrina.

Tomando el modelo descrito en el apartado 8.1 y aplicandolo a un equilibrio del tipo
K
KC/+ CD e« CD-CI (8.1.11)

y desarrollando las ecuaciones (8.1.1) a (8.1.6) para el supuesto de la inclusién del 16n CI, se
puede estimar un valor para la constante de asociacion de la ciclodextrina con este i6n. Hay
que hacer notar que este procedimiento es aplicable tanto para el i6n Cl' como para el i6n
K, por lo que la constante de asociacion y el coeficiente de difusion de la especie asociada se

puede obtener para ambos supuestos.

En ese sentido, se realizaron medidas de difusion mutua de f-CD y de HP-3-CD en
disolucién acuosa con presencia de KCI a 298,15 y 310,15 K, asi como medidas de difusion

en condiciones de trazas de los respectivos solutos.

8.2.1. Efecto del cloruro potasico sobre las propiedades de la fciclodextrina acuosa
Los valores de los coeficientes de difusion para el sistema ternario KCI (1) + -CD (2) +

agua, D,,, D,,, D, vy D,,, a 298,15 K [20] se resumen en la Tabla 8.4. A 310,15 K, tnicamente

se presentan las medidas de los coeficientes de difusién en condiciones de trazas de solutos,
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necesarias para estimar el valor de la constante de asociacién. Estos resultados son una
media, al menos, de 6 experimentos. La reproducibilidad observada es buena, tal como
indican las pequefias desviaciones estandar respecto de la media, S}, Los limites de error de
estos resultados se acercan al valor de la imprecisiéon del método, por lo tanto, tienen una

incertidumbre experimental del 1-3%.

Tabla 8.4. Coceficientes de difusion ternarios, D,,, D,,, D,, y D,,, para la f-ciclodextrina

acuosa (2) en presencia de KCI (1), 2 298,15 K y 310,15 K [20]

Dy £ Spt D% Spt Dy £ Sp? Dsy £ Spt

Cro Cpe D12/D2¢ Dai/Dird
/(100 m2s1) /A0 m2st) /(100 m2s1) /(10 m2-s-1)
T=298,15 K
0,010 0,000 1,751+0,046  0,06+0,016  0,081+0,045 0,325+0,018 0,018 0,046
0,000 0,010 1,803+0,019  0,089+0,033 -0,001£0,012  0,331+0,027 0,268 0,000
0,002 0,002 192440045 -0242+0,028 -0,068£0,010 0,324+0,036  -0,745  -0,035
0,005 0,005 1,891+0,044 -0,196+0,059 -0,088£0,037 0,317+0,032  -0,618  -0,045
0,010 0,010 1,848+0,034  -0,057£0,041 -0,119£0,051 031340012  -0,183  -0,064
T=310,15 K
0,010 0,000 236040029  0,005+0,012 -0,012+0,012  0,429+0,011 0,012  -0,005
0,000 0,010 242040017  0,025+0,009  0,003+£0,009 0457+0,013 0,055 0,001

@ Unidades: (mol dm3); ® §, representa la desviacion estindar de todas las medidas realizadas;
© D,,/D,, tepresenta el nimero de moles de KCl transportados por 1 mol de f-CD;

@ D,,/D,, representa el nimero de moles de §-CD transportados por 1 mol de KCL

Se puede observar que mientras los coeficientes de difusiéon del cloruro de potasio son
inferiores a los encontrados para el sistema binario (tabla 8.2), con desviaciones crecientes
con la concentraciéon de soluto, hasta alcanzar un valor del 3,6%, los coeficientes de difusion
de la f-CD son practicamente iguales a los obtenidos en el sistema binario correspondiente
(tabla 6.13, del capitulo 6), con pequefas diferencias que no van mas alla del 1,5% y que,
dado su caracter erratico, parece que podrian ser achacables a la precision del método. Por
otra parte, los valores encontrados para el cociente D,,/D,, sefialan que detrivado de la
difusién de la f-CD, habtia un transporte acoplado de KCl, como consecuencia del gradiente
de la ciclodextrina, bastante elevado (1 mol de f-CD llegaria a “contra-transportar’ hasta 0,7
moles de KCI, si bien el aumento de la concentracién de soluto tiende a disminuir
progresivamente este valor). Una posible explicacion para este comportamiento podria

obtenerse teniendo en cuenta que la entrada del KCI en la disolucién, su consecuente
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disociacién en iones y la posterior hidratacién de éstos, quitaria moléculas de agua del medio
y, posiblemente, también de la capa de hidratacién de la f-CD. Sin embargo, la entrada de los
iones Cl hidratados en la cavidad de la ciclodextrina, exigiria una expulsiéon de moléculas de
agua hacia el exterior que, practicamente, repondria aquellas y equilibrarfa el cambio de
concentracion inicialmente producido, por lo que la entrada de KCl en el medio no
provocaria cambios apreciables en el tamafio de la ciclodextrina y, consecuentemente, en su
movilidad. Situacién muy diferente se produciria en relacion al KCl, que se desplazaria (los
iones CI), también, ocluido en la cavidad de la ciclodextrina, de movilidad mucho menor,
provocando, ademas, la apariciéon de un campo eléctrico que tenderfa a frenar la difusiéon de

los iones K en el sentido de su propio gradiente de concentracion.

La estimacién de las constantes de asociacion, a través de los valores de difusion en
condiciones de trazas de los solutos, permiti6 obtener valores para K de 42,1 M a 298,15 K
y de 34,2 M"' a 310,15 K. Es decir, a la vista de estos valores hay que deducir que ocurre
asociacion entre estos solutos y que esta asociacion se debilita por efecto del aumento de la
temperatura. Los coeficientes de difusién infinitesimal obtenidos por la aplicaciéon de este
modelo de Leaist ¢z a/ [6-7] fueron: 0,344 x 10° m® s y 0,436 x 107 m* s”, para ambas
temperaturas, 298,15 K y 310,15 K, valores que son muy cercanos a los de la §-CD libre, lo

que parece incidir en el supuesto de que la asociacién ocurre por inclusion en la cavidad.

Al igual que en los analisis realizados anteriormente en este capitulo, se estim6 el valor
del radio hidrodinamico de la molécula de f-CD en esta disolucién acuosa con presencia de
KCl La aplicaciéon de la ecuaciéon de Stokes-Einstein (ecuacion (6.1.2), del capitulo 0)
condujo a los valores de (298,15 K) = 0,74, nm y » (310,15 K) = 0,71, nm. A la vista de
estos valores encontrados habria que concluir que mientras que a 298,15 K no se observarfa
apenas cambio en el tamano del radio hidrodinamico de la ciclodextrina (disminuirfa en
torno al 1,5%), a 310,15 K este radio hidrodindmico experimentarfa una reduccién
importante (del 4%, aproximadamente). Una posible explicacion para este comportamiento
podtia basarse en que a la deshidratacion de la ciclodextrina que debe seguir a la entrada del
KClI en la disolucién, tal como se indicé con anterioridad, habria que adicionar el efecto de

deshidratacién provocado por el aumento de la temperatura.
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8.2.2. Efecto del cloruro potasico sobre las propiedades de la hidroxipropil-

pB-ciclodextrina acuosa

Los valores de los coeficientes de difusion para el sistema ternario KCI (1) + HP-4-CD
(2) + agua, D,,, D,,, D,, y D,,, 2 298,15 K, se indican en la Tabla 8.5. Al igual que en el caso
de la otra ciclodextrina estudiada, a 310,15 K solo se presentan las medidas de los
coeficientes de difusién en condiciones de trazas de los solutos, necesarias para estimar los
valores de la constante de asociacion. Estos resultados son, también como en ocasiones
precedentes, la media correspondiente a 6 experimentos diferentes. La reproducibilidad
observada es buena, tal como puede apreciarse a través de las pequefias desviaciones estandar
de dicha media, S;,. Como en los casos anteriormente analizados, estos resultados presentan

una incertidumbre experimental del 1-3%.

En cuanto al sistema bajo estudio KCI (1) + HP--CD (2) + agua, si se comparan estos
resultados con los obtenidos, a la misma temperatura, para los sistemas binarios cloruro de
potasio (tabla 8.2) y para la HP--CD en disolucién acuosa (tabla 6.18 del capitulo 6), se
observa que en las composiciones analizadas en este estudio, el KCI afiadido produce
cambios relativamente pequefos en el coeficiente de difusién principal, D,,, de la HP--CD
(inferiores al 3%), mientras que la adicion de HP-g-CD genera cambios significativos en el

coeficiente de difusion D,, del KCI (= 7%).

Tal como se sehalé en el caso de la p-CD, una posible justificacion a este
comportamiento se encontraria teniendo en cuenta que la entrada del KClI en la disolucion,
su disociacion y la posterior hidratacion de sus iones, liberarfa agua que estarfa atrapada en la
esfera de hidratacién de la ciclodextrina y, por lo tanto, el tamafio de la molécula de
ciclodextrina se verfa disminuido, permitiéndole un pequefio aumento de su movilidad. Por
otra parte, también en este caso, el KCl se incluirfa en la cavidad de la ciclodextrina,
principalmente a través de sus iones Cl. A la vista de los valores encontrados para los
transportes acoplados de los solutos, y mas exactamente para el cociente D,,/D,,, cuyo valor
negativo (igual a 0,4 moles) representa el numero de moles de KCl “contra-transportados” por 1

mol de HP-4-CD difundente, es de esperar una constante de inclusion significativa.

En efecto, se han obtenido valores para K de 47,8 M y de 34,8 M 2 298,15 K y 310,15
K, respectivamente, lo que representaria un aumento de la asociacién observada respecto a la
observada con f-CD. También en este caso hay indicaciones de que la asociacién ocurre por

inclusién, lo cual queda evidenciado por los valores de los coeficientes de difusién
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infinitesimal obtenidos para la especia asociada y que fueron de 0,340 x 10” m*s' 2 298,15 K

y de 0,434 x 10” m*s' a 310,15 K, valores muy préximos a los encontrados para la

ciclodextrina libre en disolucién acuosa.

Tabla 8.5. Coeficientes de difusion ternarios, D,,, D,,, D,, y D,,, para la

hidroxipropil-g-ciclodextrina acuosa (2) en presencia de KCI (1), a 298,15 K y 310,15K

co o D, * S, D,+ 5, D, S, D, +5.) D,/D.f Dy /D,
/100 m2s) /(100 m2s) /(109 m2st) /(10 m2s)
T=298,15 K
0,010 0,000 1,725+ 0,031 0,005+ 0,006 0,052 £ 0,031 0,305+ 0,004 0,015 0,030
0,000 0,010 1,850+ 0,031 -0,141 0,020 0,002 0,034 0328+ 0,006 -0,429 0,001
0,002 0,002 1,930+0,027 -0,130+0,039 0,012+0,051 0324+0005 -0,401 0,006
0,005 0,005 1,808+ 0,026 -0,089 0,027 -0,024+ 0018 0,317+0,001 -0280 -0,013
0,010 0010 1,778 +0,028 -0,057 0,024 -0,003+ 0,060 0,308 +0,012 -0,185  -0,002
T=310,15 K
0,010 0,000 2330+ 0,017 0,180 0,092 0,003 £ 0,031 0,403 +0,013 0447 0,001
0,000 0010 2410+ 0,033 0,002+ 0,024 0086+ 0,019 0415+0015 0005 0,036

@ Unidades: (mol dm3); ® §, representa la desviacion estandar de todas las medidas realizadas;
© D,,/D,,representa el numero de moles de KCl transportados por 1 mol de HP-8-CD;
@ D,,/D,, reptesenta el nimero de moles de HP-4-CD transportados pot 1 mol de KCL

En relacién al tamafio de las especies difundentes en disoluciéon, mas exactamente de la
molécula de HP-6-CD, se estimaron los radios hidrodinamicos en disoluciones acuosas con
presencia de KCl, encontrando valores de » (298,15 K) = 0,74, nm y (310,15 K) = 0,79, nm,
ambos alrededor del 1-2% por debajo del valor encontrado en agua. Por tanto, la presencia
del KCI en la disolucién afecta al tamafio de esta molécula de HP-4-CD en mayor medida
que a la de f-CD. La disminucién en el tamafio, debido a la presencia de estos iones en
disoluciéon podria ocurrir, posiblemente, como consecuencia de la mayor tendencia que
presenta la HP-4-CD a establecer enlaces con las moléculas de agua y la competencia que,
por dichas moléculas de agua, se estableceria entre las moléculas de ciclodextrina y los iones
del KCI por hidratarse. El aumento de la temperatura amortiguarfa este efecto, como

consecuencia del movimiento térmico.
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8.2.3. Resumen

A través del estudio de las disoluciones acuosas de ciclodextrinas en presencia de KCl se
ha podido analizar el efecto de este soluto idnico y comprobar la hipétesis de que el i6n CI
se introduce en la cavidad de la ciclodextrina, formando con ella un complejo de inclusion.
Asimismo se han podido estimar los valores de las constantes de estabilidad de esta
asociacion, mediante la aplicaciéon de un modelo tedrico sencillo. También ha sido posible
evaluar las variaciones que en el radio hidrodinamico de estas moléculas de ciclodextrina,
induce la presencia de los iones K y Cl presentes en la disolucion, asi como interpretar, en

base a dichos resultados, de qué manera éstos afectan a la estructura de la especie difundente.

Se ha observado, por otra parte, que la interaccion del ién CI con la HP-f-CD es mas

intensa que con la f-CD y que esta asociacion esta favorecida a temperaturas mas bajas.

8.3. La presencia de iones en la formaciéon de complejos ciclodextrina-farmaco:

cestabilizacion de estructuras 6 competicion por la inclusion?

El procedimiento seguido hasta este momento ha consistido en analizar, de manera
individualizada, una serie de sistemas acuosos conteniendo cada uno de los compuestos
involucrados en el desarrollo de un sistema de liberacion controlada de un farmaco. En este
momento, en que se ha analizado la molécula de firmaco (metilxantina), el vehiculo
transportador (la ciclodextrina) y los iones presentes en fluidos fisiologicos (aqui
representados por el K' y el CI), resulta interesante hacer un balance global y comprender de
qué manera estos compuestos interaccionan entre s{ y ejercen posibles influencias sobre las

propiedades de los demas compuestos presentes.

En ese sentido, a través de la medida de los coeficientes de difusion en disoluciones
cuaternarias, se han estudiado las propiedades de transporte de disoluciones acuosas de una

xantina (cafeina y teofilina), en presencia de una ciclodextrina (6-CD y HP-4-CD) y de KCL

Del resumen de los datos obtenidos hasta aqui, cabria esperar que, en una disolucién
acuosa con presencia de ciclodextrinas e iones, la cafeina se viese afectada por la presencia
del K'/CI tinicamente en cuanto a su asociacién con la f-CD, ya que todas las constantes de
asociacion de estos sistemas presentan valores muy proximos entre si. Podrfa, asimismo,
verse afectada por dicha presencia, porque se estableciese una competicién con los iones CI,

a 310,15 K, por ocupar la cavidad de la ciclodextrina. En presencia de HP-5-CD pareceria
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que tal competiciéon no se produciria. Por otra parte, para la teofilina en una disolucién
acuosa conteniendo ciclodextrinas e iones, se esperaria que cuando esta presente la HP--CD

las moléculas de teofilina estarian incluidas en la cavidad de la ciclodextrina

8.3.1. Efecto del cloruro potasico sobre las disoluciones acuosas de ciclodextrina-

cafeina

Para analizar el efecto de la presencia del cloruro potasico en los posibles agregados de
ciclodextrina-cafeina en disolucion acuosa, se midieron los coeficientes de difusion mutua de
la cafeina en disoluciones acuosas con presencia de f-CD + KCl y de HP-5-CD + KCIl, a
diferentes relaciones de concentracion entre ambos productos y a la temperatura estandar
(298,15 K). El analisis tedrico de la dependencia con la concentracion, en sistemas de 4
componentes, es bastante complejo. Por ello, la discusién se planteara tan solo a nivel
cualitativo y sobre la base de los datos obtenidos para los correspondientes coeficientes de
difusion de estos compuestos, tanto en su disolucion acuosa binaria, como en cada una de las
mezclas acuosas ternarias de ellos con cada uno de los demas compuestos, cuyo analisis ya ha

sido hecho con anterioridad a lo largo de esta Memoria de Tesis Doctoral.

8.3.1.1. Difusion en el sistema cuaternario g-CD (1)+ KCl (2) + cafeina (3) + agua

Los valores medios obtenidos para los coeficientes de difusion en el sistema cuaternario

f-CD (1)+ cafeina (2) + KCI (3) + agua, a 298,15 K se presentan en la tabla 8.6 [20].

Con el fin de poder establecer, de manera sencilla, correlaciones entre estos coeficientes
de difusién, principales y secundarios, obtenidos en los sistemas cuaternarios, con los
encontrados anteriormente para los correspondientes sistemas ternarios y binarios, en la tabla
8.7 se han detallado todos estos valores de los coeficientes de difusiéon principales y
secundarios. Asi, por ejemplo, el coeficiente de difusion principal '*’D;;, correspondiente a la
cafeina en la mezcla acuosa cuaternaria, se puede correlacionar con el coeficiente de difusion
correspondiente a mezcla acuosa ternaria, D;; (esto es, en presencia bien de la ciclodextrina 6

bien del KCl) y con su coeficiente de difusién binario, D (esto es, cafeina disuelta en agua).
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Tabla 8.6. Cocficientes de difusién cuaternarios para el sistema S-CD (1)+ cafeina (2)

+ KCl (3) + agua, a 298,15 K y desviaciones estandar obtenidas, S, [20]

¢/ (mol-dm-)

0,002

0,005

0,010

(123D, £85p)/(10° m2-s-1)
(123D, £8p) /(10 m2-s71)
(123D,5 £8p) /(10 m2-s71)
(123D £81)/ (10 m2-s-1)
(123D, £81)/ (10 m2-s71)
(123D £81)/ (10 m2-s71)
(123D, £8p)/ (10 m2-s-1)
(123D, £81)/(10° m2-s-1)
(123D £81)/(10° m2-s-1)

0,322 + 0,025
-0,028 + 0,006
-0,002 + 0,017
0,505 + 0,013
1,911 + 0,036
-0,121 + 0,042
-0,007 + 0,053
-0,030 + 0,040
0,797 + 0,073

0,320 + 0,005
-0,022 + 0,008
0,020 + 0,009
0,210 + 0,017
1,882 + 0,080
-0,101 + 0,050
0,004 + 0,076
0,001 + 0,073
0,770 + 0,029

0,311 + 0,020
-0,034 + 0,012
0,055 + 0,040
-0,052 + 0,031
1,518 + 0,030
-0,104 +0,030
0,057 + 0,015
0,141 + 0,026
0,748 + 0,012

Tabla 8.7. Comparacion entre los coeficientes de difusién cuaternarios con los
correspondientes ternarios y binarios para el sistema acuoso f-CD (1) +
+ KCl (2) + cafeina (3) 2298,15 K
Dt Dt Dysf Dyt Dosf D5t Dsf Ds,f D;st

c=c1=¢2=¢3=2mM

D;® 0,322 -0,028 -0,002 0,505 1,911 -0,121 -0,007 -0,030 0,797

D;® 0,324 -0,068 -0,242 1,924

D;© 0,323 -0,008 0,016 0,735

D; @ 1,951 -0,165 0,056 0,746

D;© 0,324 1,954 0,751
c=c1=c2=c3=5mM

D;® 0,320 -0,022 0,020 0,210 1,882 -0,101 0,004 0,001 0,770

D;® 0317  -0,088 0,196 1,891

D;© 0,318 -0,011 0,014 0,725

D; @ 1,903 -0,210 -0,112 0,731

D;© 0,322 1,934 0,738
c=c1=¢2=¢3=10mM

D@ 0,311 -0,034 0,055 -0,052 1,518 -0,104 0,057 0,141 0,748

D;® 0,313 -0,119 -0,057 1,848

D;© 0,313 -0,014 0,013 0,695

D; @ 1,844 0,104 -0,282 0,688

D;© 0316 1,918 0,703

@Coeficientes de difusion cuaternarios para disoluciones acuosas de f-CD (1) + KCI (2) + cafeina (3)+ agua;
®)Coeficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de f-CD (1) + KCI (2);
©Coeficientes de difusion ternarios pata las disoluciones acuosas de f-CD (1) + cafeina (2);
@Cocficientes de difusion ternatios para las disoluciones acuosas de KCl (1) + cafeina (2);
©@Coecficientes de difusion binatios para las disoluciones acuosas de f-CD, KCl y cafeina

f Unidades de D en 10-9.m2s!
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De esta manera resulta sencillo ver y evaluar los cambios que se van produciendo en la
difusion de esta especie como consecuencia de la introducciéon progresiva de otros solutos,
de caracter i6nico o molecular, en la disoluciéon acuosa. Asimismo, se pueden correlacionar
los coeficientes de difusién secundarios relativos a la difusién en la mezcla cuaternaria, con
los que se correspondan en la mezcla ternaria. Por ejemplo, '*’D;, y '*’D,,, que representan
los flujos de cafeina producidos por los gradientes de concentracion de la ciclodextrina y del
KCI, respectivamente, se pueden correlacionar con los D;, (para la cafeina en presencia
unicamente de ciclodextrina) y D;, (para la cafeina en presencia tan solo de KCl). Este mismo
analisis se puede aplicar, de manera analoga, a los demas componentes presentes en la

disolucién.

8.3.1.1.1. Coeficientes de difusién principales D, D,y D,

Los coeficientes de difusién principales '*D,,, '*’D,, y '®D;; representan los flujos
molares de la f-CD (1), del cloruro potasico (2) y de la cafeina (3) impulsados por sus propios

gradientes de concentracion (tabla 8.6)

Puede apreciarse que, en el rango de concentraciones estudiadas, los valores de todos
ellos disminuyen, aunque en cuantias diferentes, con el aumento de la concentracion de los
solutos. Asi, el coeficiente '*’D,, disminuye alrededor del 3%, manteniendo su valor bastante
préximo al encontrado para la ciclodextrina disuelta en agua. Por el contrario, '*’D,,
disminuye de manera bastante significativa, hasta un 20%, y D, llega a disminuir algo mas
de un 6%. La pequefa disminucioén observada en el coeficiente de difusion de la f-CD, en
contraposicion con los decrecimientos mas significativos obtenidos para los coeficientes de
difusion principales de la cafeina y, sobre todo, del KCl, podrian indicar que las asociaciones
que se producen entre la ciclodextrina y los demas solutos presentes, serfan mayoritariamente
de inclusién, motivo por el cual su movilidad se verfa poco afectada. En principio, la
inclusién predominante del KClI en la cavidad de la ciclodextrina, en detrimento de la cafeina,
podtia ser el motivo que justificase la disminuciéon tan significativa que se observa en su

coeficiente de difusion.

8.3.1.1.2. Difusién impulsada por gradientes de Z-ciclodextrina

'D,, v '®D;, tepresentan los flujos acoplados de KCI y cafeina, respectivamente,

generados por el gradiente de f-CD. Con relacioén a estos coeficientes, se comprueba que
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mientras '*’D;, se aproxima a cero, dentro del error experimental, '*’D,, presenta valores que
son distintos de cero y que podrian interpretarse en términos de la presencia de posibles
interacciones entre la f-CD y el KCl (por ejemplo, dando origen a la formacién de los
complejos cuya constante de asociacion se estim6 en el apartado 8.1). Si se cuantifica el
transporte de KCl a consecuencia del gradiente de -CD (a partir del cociente '*D,,/'*D, )
se comprueba que, en las composiciones ensayadas, 1 mol de f-CD difundente,
“co-transportaria”’ hasta 1,6 moles de cloruro potasico, en disoluciones diluidas (transporte que

disminuye con el aumento de la concentracion de los solutos)

8.3.1.1.3. Difusion impulsada por gradientes de cloruro potasico

Los valores de los coeficientes cuaternarios '°D,, y '?D;,, que representan los flujos
acoplados de §-CD y de cafeina, generados por el gradiente de KCl, presentan valores muy
pequenos, proximos a cero dentro del error experimental. En consecuencia, habria que
deducir de los mismos que los gradientes de KCI no tienen capacidad para generar flujos

acoplados de los demas componentes de la disolucién acuosa.

8.3.1.1.4. Difusién impulsada por gradientes de cafeina

Los coeficientes de difusién '*D,; y '*’D,; representan los flujos acoplados de p-CD vy
KCI generados por los gradientes de concentracién de cafeina. Como puede verse, '”D,; es
muy pequefio y puede despreciarse, dentro del error experimental. Es decir, los gradientes de
cafeina no generan flujos acoplados significativos de la ciclodextrina. En cuanto a '*’D,;, hay
que seflalar que mantiene sus valores aproximadamente constantes y, a partir de los valores
en D,;/D;,, en las mismas composiciones, cabe esperar que 1 mol de teofilina difundente
“contra-transporte’ (es decir, transporte en sentido contrario al de su gradiente de
concentracién) aproximadamente 0,15 moles de KCI; valor que es ligeramente inferior al

encontrado para el sistema acuoso KCl + cafeina.

Por tanto, en virtud de los resultados encontrados a partir del analisis de los coeficientes
de difusién cuaternarios principales y secundarios, asi como de los flujos generados por la
difusién de estos solutos, comparados con las mezclas ternarias, y a los resultados de los
sistemas binarios, parece haber suficientes evidencias de que podria darse una competencia,
entre la cafeina y el KCI, por entrar en la cavidad de la ciclodextrina. Por otra parte, el

descenso del 20 % observado en el coeficiente de difusion del KCIl, considerado
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conjuntamente con el transporte de cantidades significativas de KCl como consecuencia de la
difusion de la ciclodextrina y de la cafeina, parecen evidenciar que este soluto, el KCl, tiene
tendencia a asociarse y formar agregados f-CD-KCl y cafeina-KCl, tal y como se evidencia al
observar los valores, bastante proximos entre si, obtenidos para las correspondientes

constantes de asociacion.

8.3.1.2. Difusién en el sistema cuaternario HP-4CD (1)+ KCl (2) + cafeina (3) + agua

Los wvalores promedio de los coeficientes de difusién obtenidos para el sistema
cuaternario HP-g-CD (1)+ cafeina (2) + KCI (3) + agua, a 298,15 K, estan recogidos en la
tabla 8.8.

Tabla 8.8. Coeficientes de difusién cuaternarios para la HP-5-CD (1)+ KCI (2) +

+ cafeina (3) + agua, a 298,15 K y respectivas desviaciones estandar, 5,

¢/ (mol-dm-?)

0,002 0,005 0,010

(BD;; £51)/(10° m2-s-1) 0,313 + 0,008 0,315 + 0,010 0,309 + 0,007
(15D, £5p)/(10° m2-s-1) 0,149 + 0,031 0,098 + 0,018 0,092 + 0,023
(5D £5p)/(10° m2s1)  -0,023 + 0,010 -0,009 % 0,005 -0,029 + 0,008
(13D £5p)/(10° m2-s-1) 0,052 + 0,059 0,172 + 0,057 0,263 + 0,106
(13D, £5p) /(10 m2-s-1) 2,116 + 0,032 1,996 + 0,085 1,802 % 0,090
(3D £5p)/(10° m2s1)  -0,096 + 0,079 0,082 + 0,029 0,006 + 0,032
(13D;; £5p)/(10° m2-s-1) 0,077 + 0,044 0,054 + 0,016 0,047 + 0,117
(BD3,+8p)/(10° m2sl)  -0,595 + 0,144 -0,240 + 0,069 -0,149 + 0,084
(BD3; +8p) /(10 m2-s1) 0,797 + 0,035 0,687 £ 0,032 0,673 £ 0,028

Asimismo, en la tabla 8.9 se detallan, a fin de permitir su facil correlacion, los valores de

los coeficientes de difusiéon principales y secundarios obtenidos con anterioridad en las

medidas de los sistemas binarios y ternarios, analizandose los cambios observados.
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Tabla 8.9. Comparacién de los coeficientes de difusiéon cuaternarios con los
correspondientes ternarios y binarios para el sistema acuoso
HP-4-CD (1) + KCI (2) + cafeina (3) 2298,15 K
Dyif Dysf Dysf Dyf Dot Dosf Dsif Dssf Djssf

== 0=c3=2mM
D;® 0,313 0,149 -0,023 0,052 2,116 -0,096 0,077 -0,595 0,758

D;® 0324 0012 0,130 1,930

D;© 0,300 0,003 0,050 0,744
D; @ 1,951  -0,165 0,056 0,746
D;© 0,319 1,954 0,751

c=c=n=c3=5mM
D;® 0,315 0,098 -0,009 0,172 1,996 0,082 0,054 -0,240 0,687

D;® 0317  -0,024 20,089 1,808

D;© 0,293 0,011 0,054 0,665
D; @ 1,903  -0,210 0,112 0,731
D;© 0,314 1,934 0,738

c=c1=0n=c3=10mM
D;® 0,309 0,092 -0,029 0,263 1,802 0,006 0,047 -0,149 0,673

D;® 0308  -0,003 0246 1,778

D;© 0283 0,021 0,103 0,640
D; @ 1,844 0,104 0,282 0,688
D;© 0307 1,918 0,703

@Coceficientes de difusion cuaternarios para disoluciones acuosas de HP-5-CD (1) + KCI (2) + cafeina (3)+ agua;
®)Coeficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de HP-6-CD (1) + KCI (2);
©@Coecficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de HP-g-CD (1) + cafeina (2);
@Coeficientes de difusién ternatios para las disoluciones acuosas de KCl (1) + cafeina (2);
©Coeficientes de difusion binarios para las disoluciones acuosas de HP-6-CD, KCl y cafeina

f Unidades de D en 10-%.m2.s"!

8.3.1.2.1. Coeficientes de difusién principales D, D,y D,

Los coeficientes de difusion principales '*’D,,, '*D,, y '*’D;; miden los flujos molares de
la HP-6-CD (1), del cloruro de potasico (2) y de la cafeina (3) impulsados por sus propios

gradientes de concentracion (Tabla 8.8)

Del andlisis de la tabla 8.8 se puede deducir que el valor del coeficiente '*D,, es
practicamente independiente del aumento de la concentraciéon de los solutos en la disolucién
acuosa, ya que sus cambios (del 1,5%, aproximadamente) tanto frente a la concentracién
como respecto al correspondiente valor encontrado en el sistema binario (HP-g-CD en
disolucion acuosa) se encuentran dentro del intervalo del error experimental, que es del

1-2%. Por el contrario, los demas coeficientes de difusién si experimentan disminuciones
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importantes que estan en torno al 15% tanto en el caso del D, esto es, para el KCl, como
en el del '"PDj;, o sea, para la cafefna. Al igual que sucediese en el sistema anteriormente
analizado, la pequefia disminucién del coeficiente de difusion de la HP-5-CD indicaria que las
asociaciones entre la ciclodextrina y los demas solutos, de existir, serfan mayoritariamente de
inclusién, motivo por el cual su movilidad se verfa muy poco afectada. Por el contrario, las
disminuciones mas elevadas encontradas para los coeficientes de difusiéon principales de la
cafeina y del KCl vendrian justificadas por su consiguiente inclusiéon en la cavidad de la
ciclodextrina. Dado que ambas son similares, se analiza a continuacién el efecto que el
gradiente de concentracién de cada uno de los solutos presentes en la disolucion, produce
sobre los demas solutos, con el fin de intuir cual de ellos serfa el que presentarfa una mayor

tendencia a entrar en la cavidad de la ciclodextrina.

8.3.1.2.2. Difusion impulsada por gradientes de hidroxipropil-4-ciclodextrina

'D,, y 'PD;, representan, respectivamente, los flujos acoplados de KCI y cafeina,
producidos por el gradiente de HP--CD. Al examinar estos coeficientes puede verse que
ambos son positivos, lo que significa que el gradiente de HP-5-CD “co-transporta”, en ambos
casos, en el mismo sentido de su gradiente de concentracion, tanto cafeina como KCI. Pero,
mientras que 1 mol de HP-4-CD difundente “co-transportaria” hasta casi 0,25 moles de cafeina,
en el caso del KCI ese “co-transporte’ puede alcanzar los 0,85 moles, valor superior al
encontrado para el correspondiente sistema ternario y que podria interpretarse en términos
de la existencia de posibles interacciones importantes entre la HP-g-CD y el KCl (por

ejemplo, para dar origen a los complejos cuya constante de asociacién ya fue estimada en el

apartado 8.1)

8.3.1.2.3. Difusion impulsada por gradientes de cloruro potasico

Los valores de los coeficientes de difusiéon cuaternarios '*’D,, v '*’D;, representan los
flujos acoplados de HP-§-CD y cafeina generados por los gradientes de KCI. Los valores
obtenidos para '”’D,, son pequefios y podria considerarse que entran dentro del error

123 :
D;,,, por el contrario, presenta valores

experimental, por lo que pueden ser despreciados.
distintos de cero que implicarfan que tendria lugar un “contra-transporte’ de cafeina (que ocurre
en sentido contrario al de su gradiente de concentracién), como consecuencia del gradiente

de KCl, con un valor maximo préximo a 0,3 moles de cafeina por cada 1 mol de KCI que
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difunde en la disolucién, valor que disminuye con el aumento de la concentracién de solutos

en la disolucion. Tal situacion es la opuesta a la que ocurria en los sistemas ternarios cafeina

+ KCL

8.3.1.2.4. Difusion impulsada por gradientes de cafeina

Los coeficientes de difusién '*’D,;y '*’D,;, que informan acerca de los flujos acoplados
de HP--CD y de KCI, originados por los gradientes de concentracion de cafeina, presentan
valores muy pequefios por lo que, dentro del error experimental, se pueden tomar como
cero. Es decir, el gradiente de cafeina no generarfa un flujo acoplado significativo de
ciclodextrina (en base a los datos aqui obtenidos, no se transportarfa mas de 0,04 moles de
ciclodextrina por cada mol de cafeina que difunde), ni de KCl (cuyo valor, a partir de los
datos aqui obtenidos, se desvanece con el aumento de concentracién de solutos en la
disolucién). Esta situacién es contraria a la encontrada para el sistema ternatio

correspondiente.

En el caso del sistema acuoso HP--CD (1) + KCI (2) + cafeina (3) y a partir de los
estudios previos realizados para los sistemas ternarios que lo componen, cabria esperar
resultados que evidenciaran la inclusién de la cafeina en la cavidad de la ciclodextrina, en
detrimento de la entrada del KCl. En realidad, a partir de los coeficientes de difusion
principales, se observa, como se ha comentado anteriormente, que la difusién de la
ciclodextrina no se ve afectada por la presencia de los demas solutos, lo que sefiala que debe
tener lugar la formacién de complejos de inclusiéon. Con el aumento de concentracion de los
solutos en el medio, se observa que la evolucion de los flujos generados por los gradientes de
concentracién van en la direccién de sefialar que o bien tiene lugar una asociacién mas
estable ciclodextrina + cafeina y menos estable ciclodextrina + KCI, o bien dicha asociacién
se produce entre cafeina + KCL. Incluso, pareceria que, en las disoluciones mas diluidas, el
KCl podria experimentar un efecto de salting out, al presentar valores mas elevados para sus

coeficientes de difusion, que los obtenidos en agua.
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8.3.2. Efecto del cloruro potasico sobre las disoluciones acuosas de ciclodextrina-

teofilina

Al igual que en el caso de la cafeina, para entender el efecto que la presencia de cloruro
potasico puede ejercer sobre los posibles agregados formados entre la ciclodextrina y la
teofilina en disolucion acuosa, se realizaron medidas de los coeficientes de difusion mutua de
disoluciones acuosas de teofilina en presencia de f-CD + KCl y de HP--CD + KCl, para
diferentes relaciones de concentracion y a la temperatura estandar (298,15 K), comparandose
asimismo estos valores con los correspondientes encontrados para los sistemas binarios y

ternarios.

8.3.2.1. Difusién en el sistema cuaternario S-CD (1)+ KCl (2) + teofilina (3) + agua

En la tabla 8.10 se presentan los valores promedio de los coeficientes de difusion
obtenidos para el sistema cuaternario f-CD (1)+ teofilina (2) + KCI (3) + agua, a 298,15 K.
Asimismo, siguiendo el mismo patrén de analisis establecido en los analisis precedentes, en la
tabla 8.11 se presentan, para un analisis mas detallado, los coeficientes de difusion,
principales y secundarios, tanto para el sistema cuaternario, como para las correspondientes

mezclas acuosas ternarias y binarias.

Tabla 8.10. Coeficientes de difusion cuaternarios para la f-CD (1)+ KCI (2) +

+ teofilina (3) + agua, a 298,15 K y respectivas desviaciones estandar, 5,

¢/ (mol-dm?)

0,002 0,005 0,010
(123D, £5)/(10° m2-s-1) 0,328 + 0,002 0,304 + 0,014 0,289 + 0,008
(123D, £5p)/(10° m2-s-1) 0,009 + 0,025 0,039 + 0,070 0,033 + 0,056
(123D;5 £5) /(10 m2-s-1) 0,003 + 0,018 0,029 + 0,068 0,030 + 0,045
(123D +8p)/(10° m2sT)  -0,052 + 0,010 -0,176 £ 0,043 -0,143 + 0,251
(123D, +81)/(10° m2-s71) 2,011 + 0,071 1,870 £ 0,081 1,719 + 0,045
(123D, +851)/(10° m2-s°1) 0,043 + 0,096 0,187 + 0,240 0,347 +0,248
(123D, +851)/(10° m2-s-1) 0,029 + 0,224 -0,020 £ 0,208 -0,275 £ 0,136
(123D5,+85p)/(10° m2sT)  -0,279 + 0,128 -0,273 + 0,079 -0,068 % 0,086
(123Ds; £85p)/(10° m2s71) 0,706 + 0,034 0,631 + 0,023 0,583 * 0,036
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Tabla 8.11. Comparacion de los coeficientes de difusion cuaternarios con los
correspondientes ternarios y binarios para el sistema acuoso
5-CD (1) + KCI (2) + teofilina (3) a 298,15 K
Dyif Dysf Dysf Dyf Dot Dosf Dsif Dssf Djssf

c=c1=¢2=¢3=2mM
D;® 0,328 0,009 0,003 -0,052 2,011 0,043 0,029 -0,279 0,706

D;® 0,324 -0,068 -0,242 1,959

D;© 0,321 -0,003 0,004 0,721
D; @ 1,847 -0,024 -0,012 0,783
D;© 0,324 1,954 0,785

c=c1=c3=¢3=5mM
D;@® 0,304 0,039 0,029 -0,176 1,870 0,187 -0,020 -0,273 0,031

D;® 0317  -0,088 0,196 1,937

D;© 0316 0,005 0,024 0,683
D; @ 1,842 0313 0,108 0,765
D;© 0,322 1,034 0,762

c=c1=¢2=¢3=10 mM
D;® 0,289 0,033 0,030 -0,143 1,719 0,347 -0,275 -0,068 0,583

D;® 0313 0,119 0,059 1,925

D;© 0,309 0,016 0,063 0,628
D; @ 1,690  -0,359 0,103 0,736
D;© 0316 1,018 0,734

@Coeficientes de difusion cuaternarios para disoluciones acuosas de f-CD (1) + KCl (2) + teofilina (3)+ agua;
®)Coeficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de f-CD (1) + KCl (2);
©Coeficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de f-CD (1) + teofilina (2);
@Coeficientes de difusion ternatios para las disoluciones acuosas de KCl (1) + teofilina (2);
©@Coecficientes de difusion binarios para las disoluciones acuosas de f-CD, KCl y teofilina

f Unidades de D en 10°.m2s!

8.3.2.1.1. Coeficientes de difusién principales D, D,y D,

Los coeficientes de difusiéon principales 'D,,, '*’D,, y '”D;; dan los flujos molares de la
-CD (1), del cloruro potasico (2) y de la teofilina (3), impulsados por sus propios gradientes

de concentraciéon (Tabla 8.10)

Como puede verse, el valor del coeficiente '*’D,, disminuye con el aumento de la
concentracién de los solutos, en el rango de concentraciones estudiado, alrededor del 12%.
Asimismo, '*D,, y '*’D;; también disminuyen con la concentracién, siendo esta disminucién
en '®D,, del orden del 14,5% y en '*’D;; algo superior, hasta llegar al 17,5%. Estas elevadas
disminuciones podrian ser explicadas bien como consecuencia del aumento de viscosidad en

las disoluciones, debido al aumento del nimero de componentes presentes en la disolucion
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acuosa, o bien porque tiene lugar una mayor interaccién entre los solutos. Sin embargo, las
variaciones observadas en las viscosidades de los sistemas ternarios correspondientes no son
lo suficientemente importantes como para justificar, en una mezcla cuaternaria, un descenso
de este orden. Por tanto, una explicacion mas razonable tendria que basarse en la posible
formacién de agregados entre los solutos, que darfa lugar a especies menos moviles y que
llevaria, consecuentemente, a una disminucion elevada en los valotres de sus coeficientes de
difusion.

Se ha intentado encontrar un procedimiento que permita predecir los valores de '*’D,,,
D,y ’D;; a partir de los coeficientes de difusién ternarios, D,,, D,, vy D;;, en los sistemas
correspondientes. Sin embargo, los cocientes entre los valores de los coeficientes de difusion
cuaternario y ternario correspondiente no son constantes, sino que disminuyen con el
aumento en la concentraciéon de los solutos en disolucién, lo que pone de evidencia que el
tipo de interaccion que se esta produciendo tiene una influencia directa sobre el coeficiente
de difusién y no puede ser explicado como si unicamente se tratase de un sencillo proceso de

asociacion.

8.3.2.1.2. Difusion impulsada por gradientes de S-ciclodextrina

Los coeficientes '*’D,, y '*D;,, que representan los flujos acoplados de KCl y de teofilina
generados por los gradientes de f-CD, aumentan con caracter general su magnitud, cuando
crece la concentracion del soluto, haciéndose cada vez mas negativos, lo que indica que
existen flujos acoplados de solutos. Sus valores pueden ser interpretados en términos de las
variaciones que ocurren en las interacciones entre f-CD + KCl 6 -CD + teofilina para
disoluciones diluidas (los complejos 1:1 anteriormente sefialados) lo que, por otra parte,
también explicarfa las importantes disminuciones observadas en los coeficientes de difusion
principales. Si se tiene en cuenta que D,,/D,, informa acerca del nimero de moles de cloruro
potasico transportados por mol de f-CD, impulsado por la acciéon de su propio gradiente de
concentracién, se puede considerar que en las composiciones utilizadas en este trabajo, 1 mol
de -CD que difunde, “contra-transporta” (en sentido opuesto a su gradiente de concentracion)
un maximo de 0,6 moles de cloruro potasico. A partir de los valores encontrados para el
cociente D;,/D,, a las mismas composiciones, cabe esperar que 1 mol de f-CD, cuando
difunde “contra-transporte’ (en sentido contrario a su gradiente de concentracién) un maximo
de 0,95 moles de teofilina. A partir de los valores encontrados para estos coeficientes de

difusién secundaria en los sistemas ternarios correspondientes, se aprecia que existe poca
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variacion en relacion al transporte de KCI por motivo de la difusion de la f-CD. Finalmente,
se observa que la cantidad de teofilina transportada por la g-CD, tanto en presencia

unicamente de la ciclodextrina, como en presencia de f-CD + KCl, se incrementa.

8.3.2.1.3. Difusion impulsada por gradientes de cloruro potasico

Los valores de los coeficientes cuaternarios de difusion '*D,, y '*’D;, representan los
flujos de p-CD vy teofilina acoplados a la difusiéon del KCI bajo la accién de su propio
gradiente de concentracién. Los valores que se obtienen para '*’D,, son pequefios y estin
dentro del orden del error experimental. Es decir, el gradiente de KCI no genera un flujo
acoplado de f-CD, de igual manera que tampoco se vio que lo hacia al analizar el sistema

acuoso ternario f-CD (1) + KCI (2).

No sucede lo mismo con el coeficiente '

D;,, que presenta valores negativos y bastante
distintos de cero, posiblemente debido a la existencia de asociacién entre las moléculas de
teofilina y los iones potasio en disolucion. Cuantitativamente, se puede observar que el
transporte de teofilina debido al gradiente de KCI desciende desde 0,24 hasta 0,04 moles de
teofilina “contra-transportados” por 1 mol de KCI difundente, en el intervalo de concentracién
estudiado. Esta disminucién de la cantidad de teofilina transportada, puede deberse a un

cambio en la preferencia de las interacciones de dicha teofilina hacia otros componentes

presentes en la disolucion, en especial hacia la ciclodextrina.

8.3.2.1.4. Difusiéon impulsada por gradientes de teofilina

Los coeficientes de difusion 'D,;y '*’D,; representan los flujos acoplados de -CD y de
KCI ocasionados por el gradiente de concentraciéon de la teofilina. El valor de '*’D,; es muy
pequeno y esta dentro del error experimental. Como se ha visto anteriormente, el gradiente
de teofilina no genera flujos acoplados significativos de la ciclodextrina aunque, en base a los
resultados aqui encontrados, 1 mol de teofilina difundente “co-transportaria”, en el mismo
sentido de su gradiente de concentracion, un maximo de 0,05 moles de f-CD, aumentando
dicha cantidad con el aumento de la concentracién de solutos en la disoluciéon. Con respecto
a '”D,;, sus valores son positivos y aumentan de manera importante con el incremento de la
concentracion de los solutos, llegando a alcanzar valores relativamente grandes. A partir de

los cocientes D,;/D;; para las mismas composiciones, cabe esperar que 1 mol de teofilina

difundente ““co-transporte” (es decir, transporte en el mismo sentido de su gradiente de
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concentracién) hasta un maximo de 0,6 moles de KCI, situaciéon que es la contraria a la que

se encontro al estudiar el sistema acuoso KCl + teofilina.

Del anilisis previo de los resultados encontrados para los coeficientes de difusion
principales y secundarios de la mezcla cuaternaria f-CD (1) + KCI (2) + teofilina (3), asi
como de los flujos generados por la difusién de estos solutos en las mezclas ternarias y de los
resultados de los sistemas binarios, puede afirmarse que hay evidencias de que podria existir
una verdadera competencia entre la teofilina y el KCI, incluso podria darse cierta preferencia
hacia el KCl, por incorporarse al interior de la cavidad de la ciclodextrina. El transporte, por
la ciclodextrina, de cantidades de KCI realmente significativas y que estarfa asociado a la
disminucién de hasta un 15% observada en su coeficiente de difusion, parece indicar
inequivocamente que este soluto, en la mezcla cuaternaria, tiende a asociarse

preferencialmente a la §-CD.

8.3.2.2. Difusion en el sistema cuaternario HP-4-CD (1)+ KClI (2) + teofilina (3) +

agua

En las tablas 8.12 y 8.13 se presentan, respectivamente, los valores medios de los
coeficientes de difusion para el sistema cuaternario HP-5-CD (1)+ teofilina (2) + KCI (3) +
agua, a 298,15 K, y la relacién de éstos con los correspondientes a los sistemas ternarios y

binarios, en las disoluciones respectivas.

Tabla 8.12. Coeficientes de difusiéon cuaternarios para la HP-5-CD (1)+ KCI (2) +

+ teofilina (3) + agua, a 298,15 K y respectivas desviaciones estandar, 5,

¢/ (mol-dm-)

0,002 0,005 0,010
(12Dy; £5p)/ (109 m2-s°1) 0,322 £ 0,013 0,311 £ 0,012 0,307 £ 0,014
(12Dy2£5p) /(109 m2-s°1) 0,020 £ 0,031 -0,015 £ 0,010 -0,002 £ 0,017
(12Dy; £5p) /(109 m2-s°1) -0,059 + 0,026 0,031 £ 0,020 0,003 £ 0,010
(12D £5p)/ (109 m2-s1) 0,149 £ 0,117 0,180 £ 0,093 0,393 £ 0,375
(12D, £5p) /(109 m2-s°1) 2,028 £ 0,091 1,940 £ 0,060 1,842 £ 0,042
(12D £5p) /(109 m2-s°1) 0,230 + 0,054 0,129 £ 0,101 0,186 + 0,120
(12D3; £5p)/ (109 m2-s1) -0,013 £+ 0,097 -0,014 + 0,030 -0,258 + 0,074
(12D3, £5p) /(109 m2-s1) -0,470 + 0,168 -0,240 £+ 0,051 -0,120 £ 0,014
(12D3; £5p) /(109 m2-s1) 0,719 £ 0,049 0,646 £ 0,022 0,556 £ 0,045

211



Capitulo 8

Tabla 8.13. Comparacién de los coeficientes de difusion cuaternarios con los
correspondientes ternarios y binarios para el sistema acuoso
HP-4-CD (1)+ KCI (2) + teofilina (3) +agua a 298,15 K
Dyif Dyf Dysf Dyf Dot Dosf Djsif Dssf Djssf

c=c1=¢2=¢3=2mM
D;@® 0,322 0,020 -0,059 0,149 2,028 0,230 -0,013 -0,470 0,719

D;® 0,324 0,012 -0,130 1,930

D;© 0,306 0,002 0,068 0,756
D; @ 1,847 -0,024 -0,012 0,783
D;© 0,319 1,954 0,785

c=c1=c3=¢3=5mM
D;@® 0,311 -0,015 0,031 0,180 1,940 0,129 -0,014 -0,240 0,646

D;® 0317  -0,024 0,089 1,808

D;© 0,301 0,024 0,063 0,682
D; @ 1,842 -0,313 -0,108 0,765
D;© 0,314 1,934 0,762

c=c1=¢2=¢3= 10 mM
D;® 0,307 -0,002 0,003 0,393 1,842 0,186 -0,258 -0,120 0,556

D;® 0308  -0,003 0246 1,798

D;© 0,298 -0,029 -0,009 0,548
D; @ 1,690  -0,359 20,103 0,736
D;© 0,307 1,918 0,734

@Coeficientes de difusion cuaternarios para disoluciones acuosas de HP-5-CD (1) + KCI (2) + teofilina (3)+ agua;
®)Coeficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de HP-4-CD (1) + KCl (2);
©Coeficientes de difusion ternarios para las disoluciones acuosas de HP-6-CD (1) + teofilina (2);
@Coeficientes de difusion ternatios para las disoluciones acuosas de KCl (1) + teofilina (2);
©@Coecficientes de difusion binarios para las disoluciones acuosas de HP-5-CD, KCl y teofilina

f Unidades de D en 10°.m2s!

8.3.2.2.1. Coeficientes de difusién principales ’D,, “’D,,y ’D,,

Se observa que el coeficiente de difusion '*’D,, disminuye, en torno al 3%, al aumentar la
concentracion de los solutos en la disolucion. El valor de este coeficiente es muy similar a su
correspondiente binario y a los coeficientes ternarios encontrados en los demas sistemas bajo
estudio (Tabla 8.13) y se puede estimar a partir de ellos. En efecto, se ha encontrado que
'®D,,, en la mezcla cuaternaria decrece de acuerdo a un factor de 0,98 respecto a D, en el
sistema HP-4-CD + KCl y que es 1,03 veces mayor que en el sistema HP-4-CD + teofilina.
La suma de estos efectos compensadores conduce a un valor del coeficiente cuaternario muy

cercano al valor binario encontrado.

: 12 123 :
En cuanto a los coeficientes '*’D,, y '*’D;; los cambios observados son mayores. En el
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caso del '”’D,, se observa que se produce una disminucién del 9%, aproximadamente, al
aumentar la concentracion de los solutos, aunque como puede verse, los valores encontrados
son, en general, ligeramente superiores a los que presentan los coeficientes de difusion
binario y ternarios (tabla 8.13), esto es, el KCl en agua o el KCI en disolucién acuosa con
presencia de HP--CD. En general, los cambios que tienen lugar en '*’D,, respecto a D,,
revelan que, dentro del error experimental, el coeficiente cuaternario de difusién es superior a

los correspondientes ternarios en un factor de 1,05, salvo para la concentraciéon mas elevada.

Las diferencias mayores se observan en el coeficiente de difusiéon cuaternario principal
para la teofilina, '”D;; , que experimenta una cafda de casi el 21%, al aumentar la
concentracion, respecto al valor de su coeficiente de difusiéon binario, esto es, para una
disolucién acuosa de teofilina. La comparacion con el valor del coeficiente D;; de la teofilina
en el sistema ternario con presencia de KCl, pone de manifiesto que los cambios estan entre
el 8 y el 23%. También se encuentra que '“Dj; es aproximadamente un 5% menor que el

valor obtenido en el sistema ternario con ausencia de la sal (tabla 8.13).

8.3.2.2.2. Difusién impulsada por gradientes de hidroxipropil-S-ciclodextrina

'D,, v '"PD;, representan los flujos acoplados de KCl y de teofilina, generados por el
gradiente de HP-5-CD. Se puede ver que para ambos coeficientes de difusion, los valores
aumentan en magnitud con el aumento de la concentracién de los solutos. '*’D,, es grande y
positivo, mientras que D, es negativo, lo que muestra claramente la existencia de flujos
acoplados de solutos. Los valores elevados observados en '“’D,, pueden interpretarse en
términos de la presencia de interacciones entre la HP-5-CD y el KCI para disoluciones
diluidas. Si se tiene en cuenta que D,,/D,, representa el nimero de moles de cloruro potisico
“co-transportados” por 1 mol de HP-g-CD, impulsado por su propio gradiente de
concentracion, se tendria que en las composiciones ensayadas, 1 mol de HP--CD difundente
“co-transportaria’ hasta 1,3 moles de cloruro potasico. A partir de los valores de D;,/D,, en las
mismas composiciones, cabe esperar que 1 mol de HP-4-CD al difundir “contra-transporte”
(esto es, en el sentido contrario al de su gradiente de concentraciéon) un maximo de 0,84
moles de teofilina. Esto supone un cambio significativo en el transporte de los solutos
respecto a lo que sucedia en los correspondientes sistemas ternarios, ya que el transporte de
teofilina en presencia de ciclodextrina tenfa lugar en el sentido contrario al ahora encontrado,
esto es, en el sentido del gradiente de concentraciéon de ésta dltima, ademas de que ahora el

transporte de KCl acoplado al transporte de la ciclodextrina se incrementa.
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8.3.2.2.3. Difusién impulsada por gradientes de cloruro potasico

Los valores para los coeficientes de difusion cuaternarios '’D,, y '*D;, representan los
flujos acoplados de HP-g-CD y teofilina, producidos como consecuencia del gradiente de

concentracion del KCIL

Se observa que ?’D,, es muy pequefio y del orden del error experimental. Es decir, no se
deducen flujos acoplados de HP-4-CD producidos por el gradiente de KCl. Al analizar el
valor de D,, obtenido en los sistemas ternarios correspondientes, se observan los mismos
resultados. Se puede considerar, pues, que los gradientes de KCl no producen flujos
apreciables acoplados de los componentes no-electroliticos en disolucién, debido a que los
iones K y CI' tienen movilidades muy similares y, por consiguiente, el campo eléctrico

generado a consecuencia de la difusién del KCl es relativamente pequefio.

Respecto a '*’D;,, los valores encontrados son negativos y distintos de cero. Una posible
explicaciéon de estos hechos se podria encontrar recurriendo a considerar que algunas
moléculas de teofilina y de KCI podrian existir en disoluciéon en forma de agregados (por
ejemplo, en forma de complejos #ofilina-K"). Sin embatgo, si se analiza el transporte de
teofilina debido al gradiente de KCl, se puede ver que éste cae, con el aumento de la
concentracion de los solutos, desde 0,23 hasta 0,07 moles de teofilina, transportados en
sentido contrario a su gradiente de concentracion, por 1 mol de KCl difundente, valores que

son inferiores a los encontrados en el sistema teofilina-IKKCL.

8.3.2.2.4. Difusién impulsada por gradientes de teofilina

Los coeficientes de difusion 'D,; y 'PD,; representan, respectivamente, los flujos
acoplados de HP-5-CD y de KCI, producidos por los gradientes de teofilina. '*’D,; es
pequeno y del orden del error experimental. Al igual que sucediese al analizar el coeficiente
secundario '*’D,,, los gradientes de teofilina no generan flujos acoplados significativos de
HP-3-CD, situaciéon analoga a la que se observé al analizar los sistemas ternarios

correspondientes.

12 . .
En cuanto a '”D,;, los valores encontrados son casi constantes. Es decir, el transporte de
KCl ocasionado por el gradiente de teofilina, no parece verse afectado por las variaciones en

la concentraciéon de los solutos presentes en la disolucion.
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Para el sistema acuoso HP-6-CD (1) + KCI (2) + teofilina (3), a partir de los estudios
previos que se realizaron para los sistemas ternarios que lo componen, se esperarian
resultados que evidenciaran la inclusiéon de la teofilina en la cavidad de la ciclodextrina, en
perjuicio del KCL En realidad, a partir de los valores de los coeficientes de difusién
principales, se observa que la difusién de la ciclodextrina se ve muy poco afectada por los
demas solutos presentes, lo que parece indicar que de existir complejos, éstos serfan de
inclusion. Por otra parte, se encuentra que con el aumento de concentraciéon de los solutos,
los flujos generados por los gradientes de concentracién evidencian una asociaciéon mas
estable entre ciclodextrina y teofilina, pues se obtiene para ellos valores elevados y negativos.
La posible asociacion entre la HP-4-CD y el KCI serfa muy débil, pero para las moléculas de

teofilina libres en disolucioén podria existir cierta tendencia a asociarse al KCIL.

8.3.3. Resumen

La introduccién de iones en sistemas de liberacion controlada de farmacos que incluyen
ciclodextrinas, produce efectos sobre dichos sistemas. En el caso de que estos sistemas
incluyan f-CD, la asociacion de ésta con los farmacos se ve debilitada por la posible
competencia que parece establecerse entre la molécula de farmaco y los iones, por ocupar la

cavidad de la ciclodextrina.

Aun asi, parece ser que la hidrofobicidad es un factor importante pues, incluso en una
situaciéon en la cual las constantes de asociaciéon en disolucién acuosa posean valores
proximos, habria mayor tendencia a que la molécula del farmaco se introdujese en la cavidad
de la ciclodextrina y que la asociacién con los iones se produjese bien por la parte externa de
la ciclodextrina expuesta al medio, o bien que esta asociacion se realizase con las moléculas

de farmaco que se encontrasen libres en la disolucion.
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Conclusiones generales

En este trabajo de Tesis Doctoral se estudiaron sistemas de liberacion controlada de
farmacos, en un modelo ciclodextrina-farmaco en disolucién acuosa, desde la perspectiva de
analizar algunas de sus propiedades fisico-quimicas y, en concreto, propiedades
termodinamicas y de transporte. El efecto de factores biolégicos, tales como la temperatura
fisiolégica y la presencia de iones constituyentes de los fluidos fisiologicos, fueron también
estudiados a fin de comprender de qué manera estos sistemas pueden verse influenciados
cuando se encuentran dentro de un entorno similar al del cuerpo humano. De esta manera,
en este trabajo de Tesis Doctoral se ha pretendido obtener informacién a nivel de las
interacciones moleculares que tienen lugar, con la intencién de que los resultados hallados
puedan contribuir a un conocimiento, mayor y mas claro, de los factores involucrados en las
interacciones que se producen entre ciclodextrinas y farmacos, asi como sobre cudl es la
manera en que éstas se ven afectadas por factores fisiolégicos tales como temperatura y
presencia de iones relevantes en estos medios, asi como de que puedan tener aplicacion en la

investigacion farmacéutica.

Para tal fin, se utilizaron sistemas que involucran a dos tipos de moléculas de
ciclodextrina, la f-ciclodextrina y su derivado hidrofilico, e la hidroxipropil-f-ciclodextrina; y
dos farmacos de solubilidad limitada, la cafeina y la teofilina, en virtud de sus propiedades
farmacoldgicas como estimulantes del sistema nervioso central, asi como por sus aplicaciones

como antiasmaticos.

La utilizacion de dos tipos de ciclodextrinas con caracteristicas fisicoquimicas diferentes
permiti6 estimar, de una parte, el efecto de los grupos substituyentes y, de otra, la influencia

que pudiese tener la solubilidad de la ciclodextrina en la interaccién con el farmaco. La
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introduccion de las variables temperatura y presencia de iones, permitié analizar su efecto

sobre la estabilidad de estos sistemas bajo condiciones que se acercan al entorno fisiolégico.

El estudio de estos sistemas se realizo a través de la determinacién y posterior analisis de
las propiedades termodinamicas: densidad y volumen molar parcial aparente; y de las de
transporte: viscosidad y difusiéon mutua. En los estudios de difusion, se determinaron los
coeficientes de difusion en las disoluciones acuosas binarias de los farmacos y de las
ciclodextrinas, de forma individual. Posteriormente, se determinaron y analizaron los
coeficientes de difusién en disoluciones acuosas ternarias de farmacos con ciclodextrinas vy,
finalmente, se repitié dicho andlisis en disoluciones acuosas cuaternarias de farmacos,
ciclodextrinas e iones. El rango de concentraciones analizado estuvo comprendido entre
0,0005 y 0,01 mol kg, en un intento de buscar la coincidencia, dentro de lo posible, de los
sistemas estudiados con las dosis terapéuticas. Las medidas se llevaron a cabo a las

temperaturas de (298,15 + 0,01) K y (310,15 £ 0,01) K.

Como resultado de estos estudios se alcanzaron las siguientes conclusiones:

- Metilxantinas en disolucion acuosa

El estudio de las propiedades de las disoluciones acuosas binarias de farmacos, cafeina y
teofilina, permiti6 comprobar que, en medio acuoso, ambas xantinas presentan un
comportamiento semejante en cuanto a las propiedades aqui estudiadas, tal como cabria
esperar dadas las similitudes de estructura que ambas moléculas tienen (difieren en la

presencia, en el caso de la cafeina, de un grupo metilo en el carbono 7 del anillo de purina).

A ambas temperaturas se encontré que la teofilina exhibe un valor del volumen molar
parcial a concentracion infinitesimal, inferior al de la cafeina, acorde con su diferente

estructura.

Del analisis de los coeficientes de la ecuaciéon de Jones-Dole para la viscosidad de
disoluciones de electrélitos se dedujo, por una parte, a partir del valor encontrado para el
coeficiente A, que aunque la constante de asociacion de la cafeina posee un valor mayor que
la correspondiente a la teofilina, las interacciones asociativas que tienen lugar entre las

moléculas de ésta ultima son mas fuertes.

Se encontrd un valor positivo para el coeficiente B de viscosidad, para ambos solutos, si

bien ligeramente inferior para la teofilina, y muy similar a ambas temperaturas. El hecho de
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que su variacién con la temperatura, igual en ambos casos, dB/dT= 0,06, fuese también
positivo, ademas de que el cociente entre el valor del coeficiente B de la ecuacion de Jones-
Dole y el volumen molar parcial, resultara con valores iguales para ambos solutos, llevé a
considerar que ambos compuestos poseen un caracter stucture making (promotor de
estructura) andmalo en disoluciéon acuosa, aunque la capacidad para potenciar una mayor

estructura del agua es ligeramente mayor en el caso de la cafeina.

Respecto a la difusiéon de estas especies en disoluciéon acuosa, se confirmé que los
coeficientes de difusién siguen la tendencia observada en las anteriores propiedades
fisicoquimicas analizadas. Es decir, la cafeina es la que presenta un coeficiente de difusion
menor, lo que es consistente, por una parte, con su mayor masa molecular y con un mayor
radio hidrodinamico y, por otra parte, con su mayor tendencia a la auto-asociaciéon vy, por lo

tanto, para tener una menor movilidad.
- Ciclodextrinas en disolucién acuosa

El estudio y posterior analisis de las propiedades seleccionadas, en disoluciones acuosas
de [-ciclodextrina e hidroxipropil-f-ciclodextrina, permitié verificar que estas dos
ciclodextrinas presentan un comportamiento diferente cuando se encuentran en medio
acuoso. A ambas temperaturas se comprobé que las disoluciones de HP--CD son mas
densas que las equivalentes de [-CD, presentando la primera de ellas, no obstante, un
volumen molar parcial a concentracion infinitesimal mucho mas elevado. Este hecho, unido

al signo positivo encontrado para la pendiente de la representaciéon de ¢, con la

concentraciéon de HP-F-CD, sugiere que este soluto interacciona fuertemente con las
moléculas de agua, incorporando un nimero relativamente importante de éstas a su esfera de

hidratacion.

En cuanto a las viscosidades, se comprob6 que ambos compuestos presentan valores
positivos y elevados del coeficiente B, tal como se esperaria para compuestos de elevado
peso molecular. Esta circunstancia se relacion6 con un caracter formador (“structure making’)
de la estructura del agua. El hecho de que los valores de B encontrados para la HP-§-CD
fuesen superiores a los de f-CD, unido a la observacion del cociente B/ \/_2O , revel6 que la

primera posee una mayor capacidad de interaccion con el disolvente, apoyando la idea de una

mayor hidratacién de esta ciclodextrina sustituida.

No obstante lo anterior, el analisis de la variacién dB/dT, atroj6 valores positivos de este
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parametro, en especial para la HP-g-CD, resultado que se identifica, habitualmente, con
compuestos rompedores (“structure breaking’) de la estructura del agua, lo que esta en
oposicién al resultado obtenido a partirdel analisis del coeficiente B. Tal contradiccion puede
ser debida, principalmente, a que las teorfas sobre el caracter formador o rompedor de la

estructura del disolvente son aplicables a los electrdlitos y las ciclodextrinas no lo son.

Respecto a la difusion de estas especies en disoluciéon acuosa se verifico que los
coeficientes de difusiéon siguen la tendencia ya observada en las otras propiedades estudiadas.
Es decir, la HP-5-CD es la que presenta un coeficiente de difusién mas bajo, lo que es
consistente, por una parte, con una mayor masa molecular y un mayor radio hidrodindmico
y, por otra parte, con el hecho de que sus disoluciones son mas viscosas, por lo que

presentan una mayor resistencia al movimiento.

En cuanto al andlisis de los valores encontrados para el coeficiente de difusiéon de ambas
ciclodextrinas, se observo que éstos son pequefios y poco influenciados por el aumento de la
concentraciéon de la disoluciéon, independientemente de cual sea la temperatura que se
considere. Este comportamiento sugirié que el gran tamafio de las moléculas de ambas
ciclodextrinas y, en consecuencia, la necesidad de encontrar “huecos” en la estructura de la
disolucién que posean el tamafio adecuado, condiciona, principalmente, su difusion a través

de la disolucién, por encima de cualquiera otra circunstancia.

Los valores estimados para los radios hidrodinamicos, de acuerdo al modelo de Stokes-
Einstein y los volumenes hidrodinamicos calculados en base a aquellos, confirmaron un
tamafio de la entidad cinética HP-§-CD-agua bastante superior al de la entidad g-CD-agua, en
especial a la temperatura de 310,15 K, lo que reforzé la idea de una mayor hidratacién de la

ciclodextrina sustituida.

- Modelo ciclodextrina- farmaco

La influencia de las ciclodextrinas sobre las propiedades fisicoquimicas de los farmacos
en disolucién acuosa, se estudiaron mediante técnicas volumétricas, viscosimétricas y de
medida de los coeficientes de difusién, comprobandose la existencia de interacciones entre

las xantinas y las ciclodextrinas.

El uso de modelos tedéricos permitié ajustar los datos experimentales, cuantificar las
interacciones moleculares existentes en la disoluciéon y estimar valores de la constante de

asociacion, bajo la consideracién de que la mezcla agua + ciclodextrina es un disolvente
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mixto y de que tiene lugar la formacién de especies complejas xantina-ciclodextrina del tipo

1:1, unicamente.

A partir de los volimenes molares aparentes obtenidos, se determinaron valores de las
constantes del equilibrio de asociacion xantina-ciclodextrina. En el caso de la cafeina, se
comprobd que en presencia de HP--CD las interacciones estan caracterizadas por valores de
una constante de estabilidad mas elevada que en presencia de f-CD, pero solamente a 298,15
K. A la temperatura fisiologica, 310,15 K, no se encontraron evidencias de que ocurra esta
asociacion cafeina-ciclodextrina, hecho de suma importancia teniendo en cuenta las
aplicaciones farmacoldgicas de estos solutos. Debido a su solubilidad, la HP-g-CD es la
ciclodextrina de mayor aplicaciéon a nivel farmacolégico. En base a los resultados aqui
obtenidos, a la temperatura del interior del cuerpo humano (310,15 K), los complejos
cafeina-ciclodextrina no son estables. As{ pues, el incremento de temperatura que acompafia
a la entrada en el organismo, podria provocar la liberacion precoz del farmaco, lejos del lugar

donde se pretende que se produzca su absorcion.

El estudio volumétrico de las disoluciones acuosas de teofilina en presencia de
ciclodextrinas se realiz6 de manera paralela, comprobando igualmente que ocurren
interacciones entre la teofilina y las ciclodextrinas. A través del ajuste a los modelos tedricos,
de los datos experimentales obtenidos, se pudo estimar la magnitud de esas interacciones y
obtener la constante de asociacion, considerando la formacion de complejos del tipo 1:1. De
esta manera se verific que en presencia de HP-4-CD las interacciones vienen caracterizadas
por valores de una constante de estabilidad mas elevada que en presencia de -CD, a ambas

temperaturas, si bien K disminuye con el incremento de la temperatura.

Las medidas de viscosidad realizadas pusieron de manifiesto el caracter formador de
estructura (structure making) de ambas xantinas, cafeina y teofilina, en estos medios. Es decir,
confirmaron la existencia de importantes interacciones xantina-ciclodextrina-agua, a ambas
temperaturas. En el caso de las xantinas en presencia de HP-§-CD pueden llegar a formarse,

ademas, complejos de no-inclusién xantina-ciclodextrina, incluso a la temperatura fisiologica.

Los datos de coeficientes de difusiéon mutua determinados permitieron estimar valores de
las constantes de asociacién de los complejos xantina-ciclodextrina, que refuerzan los que se
obtuvieron a partir de las medidas de volumenes parciales aparentes. Ademas, se estimé que,
en el caso de la f-CD, la molécula de xantina esta total o parcialmente incluida en la cavidad
de la ciclodextrina y que en el caso de la HP-4-CD, podrian existir interacciones tanto dentro

como fuera de la molécula de ciclodextrina. Es decir, la asociacién que tiene lugar en la
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disolucién, especialmente entre la teofilina y la HP-4-CD, podria involucrar a mas de una
molécula de teofilina por cada molécula de ciclodextrina, formando complejos de no-
inclusién teofilina-ciclodextrina. Asimismo fue importante observar que a la temperatura
fisiolégica, 310,15 K, sigue ocurriendo asociacion entre los solutos, hecho éste que, hasta el

momento presente, no habia sido puesto de manifiesto.

Si se tiene en cuenta que los cambios de volumen encontrados para el proceso de
complejacion de la teofilina son razonablemente superiores a los encontrados para el de la
cafeina y que, ademas, las constantes de estabilidad obtenidas son de un orden inferior, es
razonable suponer que en disolucién acuosa, el proceso de interaccioén de estas dos xantinas

con las ciclodextrinas estudiadas, es distinto.

- Influencia de la presencia de iones sobre el modelo ciclodextrina-farmaco

Se comprobé que la introduccién de iones en sistemas de liberaciéon controlada de
farmacos, en el modelo aqui estudiado, ciclodextrina-farmaco en disolucién acuosa, produce
efectos sobre dichos sistemas. En ese sentido se caracterizd, en primer lugar, la interaccion
de cada uno de los componentes individuales con los iones. Después de ello se abordé el
estudio de los cambios que ocurren en la mezcla cuaternaria ciclodextrina + farmaco + KCI

+ disolvente.

En el caso de que estos sistemas incluyan f-CD, se concluy6 que la asociaciéon de ésta
con los farmacos se ve debilitada por la posible competencia que parece establecerse entre la
molécula de fairmaco y los iones, por ocupar la cavidad de la ciclodextrina. Adn asi, parece
ser que la hidrofobicidad es un factor importante pues, incluso en una situacion en la cual las
constantes de asociaciéon en disolucién acuosa posean valores proximos entre si, los datos
aqui encontrados revelaron que habria mayor tendencia a que la molécula del farmaco se
introdujese en la cavidad de la ciclodextrina y que la asociaciéon con los iones se produjese
bien por la parte externa de la ciclodextrina expuesta al medio, o bien que esta asociacién se

realizase con las moléculas de farmaco que se encontrasen libres en la disolucion.

En lo que se refiere a la interacciéon farmaco-ién, se esperaba encontrar algun tipo de
asociacién de los aqui estudiados, con los iones K* del medio, dada la capacidad para
establecer enlaces con los grupos carboxilo C=0O y nitrégeno de ambas moléculas de xantina
(uno menos en el caso de la cafeina). A partir de la aplicacién de modelos cuantitativos a los

coeficientes de difusion obtenidos en estos sistemas, se estimaron valores de la constante de
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asociacion de estos solutos y se comprob6 como correcta la hipdtesis de que tanto la cafeina
como la teofilina interaccionan con los iones presentes en los fluidos fisiolégicos y, en

: +
concreto, con los iones K.

En cuanto a la interaccién ciclodextrina-ion, teniendo en cuenta la presencia de los
hidroxilos terminales, cabria esperar que pudiera existir algiin tipo de interaccion, a través de
enlaces de hidrégeno, con el anién CI, incluso que éste pudiera entrar en la cavidad de la
ciclodextrina debido al microambiente de carga positiva que favorecerfa la inclusion de
huéspedes anidnicos, tal como ha sido sugerido por algunos autores. A partir del uso del
mismo modelo utilizado para los farmacos y de las medidas de difusién en condiciones de
trazas de solutos, se comprobé dicha hipétesis de que el ién CI se incorpora en la cavidad de
la ciclodextrina, formando con ella un complejo de inclusién. Se obtuvieron los valores para
las constantes de estabilidad de esta asociacion y se dedujo, ademas, que la interaccién del CI
con la HP-3-CD es mas fuerte que con la f-CD y que esta asociaciéon esta favorecida a

temperaturas mas bajas.

Asimismo, se pudo comprobar, a través de la aplicacion de un modelo bastante sencillo,
que ambas xantinas presentan constantes de asociacion con valores muy similares entre si,
con independencia de la temperatura (298,15 K y 310,15 K). Los pequefios cambios
observados en los valores de estas constantes, parecen ser de origen estructural y no
derivados del efecto de la temperatura. Asimismo, resulté claro que la teofilina es la que se ve

mas afectada por la presencia de un electrélito en el medio.

También se estimaron las variaciones ocurridas en el radio hidrodinamico de estas
moléculas, inducidas por la presencia de los iones K y CI en la disolucién y se comprobé
que estas variaciones concuerdan con los valores obtenidos para las constantes de asociacion

de los solutos en disolucién acuosa.

Para finalizar, sefialar solamente que se pretendié que los resultados presentados en esta
Memoria de Tesis Doctoral contribuyeran a un conocimiento, mayor y mas claro, de los
factores involucrados en las interacciones que se producen entre ciclodextrinas y farmacos,
asi como sobre cudl es la manera en que éstas se ven afectadas por factores fisiolégicos tales

como temperatura y presencia de iones relevantes en estos medios.
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Sintese

Nas proximas paginas ¢é apresentada uma sintese, em portugués, do trabalho
experimental que deu lugar a esta dissertagdo, previamente descrito em castelhano. Neste
capitulo vém condensados todos os precedentes com especial énfase na discussio de
resultados. Neste ultimo ponto apenas se incluem as tabelas principais, sendo todas as
restantes, assim como as figuras e equagdes utilizadas, enumeradas e referenciadas
relativamente ao texto principal. Sio igualmente apresentadas as conclusées mais importantes
deste trabalho e reenumeradas todas as referéncias cuja pertinéncia justifica a sua introduc¢ao

na presente sintese.
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1. Introdugao

Desde as origens da nossa civilizagdo que o homem tenta melhorar a sua saude ou
eliminar a dor através da ingestdo ou administracio de determinadas substiancias. O
conhecimento empirico, aliado ao desenvolvimento industrial, permitiu o desenvolvimento
de diversas areas das ciéncias médicas e, especificamente na area farmacéutica, de novos
agentes terapéuticos, com origem natural ou sintética [1-3]. No entanto nem todas estas
substancias possuem as propriedades necessarias para serem agentes terapcuticos eficazes.
Frequentemente nao chegam a ultrapassar a primeira fase de ensaios clinicos, o que se deve,
na opinido da maioria dos investigadores [4-5], a fracas propriedades farmacocinéticas em
humanos, falta de eficiéncia clinica ou a elevados efeitos adversos ou ainda a fatores
economicos [6-7]. Uma das formas de contornar esta situaciao consiste em criar alternativas
as formas de administragdo convencionais, por exemplo através de sistemas de libertagdo

controlada de farmacos [8-9].

Um sistema de libertacio controlada (ou modificada) [10] utiliza um transportador
dentro do qual esta incorporada a molécula de farmaco e que vai sendo libertada a
determinada velocidade, no local e momento definidos. O objetivo principal é simples:
minimizar os problemas decorrentes da administracio convencional, dado que a eficacia de
um farmaco 7z vivo esta condicionada em grande medida pelas suas caracteristicas fisico-
quimicas, em particular pela sua solubilidade nos fluidos biolégicos e nas membranas
celulares [11,12]. Desta forma pode conseguir-se uma diminui¢ao dos efeitos adversos, um
tempo de atividade mais prolongado, mantendo constante a concentragao plasmatica do

farmaco e ainda a protegdo contra ataques enzimaticos ou degradagao por efeito do pH.

As ciclodextrinas sao um dos transportadores mais utilizados neste tipo de sistemas de
libertagao controlada [13-19] para encapsular moléculas de farmaco de hidrosolubilidade

limitada, aumentando a sua estabilidade e melhorando a biodisponibilidade.
1.1. Ciclodextrinas — Caracteristicas fisico-quimicas e farmacologicas

As ciclodextrinas sao oligossacaridos ciclicos, constituidos por um numero variavel de
moléculas de D-(+)-glicose, unidas entre si por ligacées do tipo a-(1,4). As ciclodextrinas

nativas (Figura 1) sio compostas de 6, 7 ou 8 unidades de glicose e denominam-se a-, (-, y-

ciclodextrinas, respetivamente [20-21].
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Figura 1: Estrutura quimica das a-, f- e p-ciclodextrinas

A sua estrutura é em forma de cone truncado com os grupos hidroxilo primarios
localizados na extremidade mais estreita do cone e os grupos hidroxilo secundarios
localizados do lado oposto, na extremidade mais larga [22]. Esta distribui¢ao dos grupos da
molécula ¢, segundo Duchéne e al. [23,24], a razdo das suas caracteristicas particulares,
capacitando-as de um caracter hidréfilo em solucio aquosa e permitindo-lhes deter uma
cavidade de natureza apolar com capacidade de albergar moléculas mais pequenas e formar

complexos do tipo “host-guest’ [24].

A formagao destes complexos ocorre sem que se estabelecam ligagdes covalentes entre a
ciclodextrina “anfitrido” e a molécula “hdéspede” e a associagao esta definida por uma

constante de estabilidade K (Figura 2).

. ]

VR A
.\K:..- * i .c °o°

Farmaco Ciclodextrina Complexo
ciclodextrina-farmaco

Figura 2: Formagao de um complexo de inclusio 1:1 em solu¢ao aquosa

Lui et al. [25] denotam que as forgas que conduzem a formag¢dao de um complexo de
inclusio incluem a libertagio de moléculas de 4gua da cavidade da ciclodextrina (que
possuem alta entalpia devido ao facto de nio poderem estabelecer ligagdes de hidrogénio),
ligagbes de Van der Waals, interagoes hidrofobas, ligagdes de hidrogénio, interacGes
eletrostaticas e libertagdo de energia devido a ajustes estéreos e de conformacao da
macromolécula [25-20]. A libertagdo do farmaco apods a sua administragio habitualmente
ocorre por efeito de diluicao [27], substitui¢ao por competicao com sais ou outros matetiais

do meio fisiologico envolvente, efeito de pH (farmacos ionizaveis) ou temperatura [20].
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Investigagbes mais recentes, realizadas por Loftsson ez al. [28-29] revelaram que, além da
formacdo de complexos de inclusio convencionalmente aceite, as ciclodextrinas podem
ainda formar agregados supramoleculares, devido a sua auto-associagao, e estes agregados
podem funcionar como fator adicional para o aumento de solubilidade do farmaco, quer
através do estabelecimento de ligagdes exteriores quer através da formacdo de estruturas

micelares.

Apesar de a forma habitual para o estudo de complexos ciclodextrina-farmaco se efetuar
através de medidas de solubilidade, este trabalho apresenta um método alternativo:
determinagdes volumétricas, viscosimétricas e de difusao realizadas para estimar qualitativa e
quantitativamente a existéncia de interagoes entre estas moléculas em solugdo aquosa, assim
como as dimensdes das espécies existentes, livres e associadas, e consequentemente obter

informacao sobre o tipo de complexos que se podem formar.

1.2. Metilxantinas

Segundo Gilbert [30] as xantinas sao possivelmente os agentes farmacologicos com
maior utiliza¢do a um nivel global. Estes compostos tém origem vegetal e estdo naturalmente
presentes em produtos de consumo diario, tais como o café, o cha e o chocolate.
Estruturalmente, as metilxantinas cafeina, teofilina e teobromina (Figura 3) sao derivados
purinérgicos formados por anéis de pirimidina e imidazol condensados [31]. Atuam como
psicoestimulantes, i.e., sobre o sistema nervoso central (SNS), aumentando a atividade
motora e o rendimento intelectual, diminuindo a fadiga e o sono. A sua a¢io como fairmacos
¢ semelhante (devido a sua analogia quimica) e a sua especificidade esta relacionada com a

localizagdao dos grupos metilo na molécula.

o g e
N._~© N._~© N._~©
N N N
G, 4T I
/ “CHgz H “CHgz J
HC & 8 HC &
Cafeina Teofilina Teobromina

Figura 3: Estrutura quimica da cafeina, teofilina e teobromina
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1.2.1. Cafeina- Caracteristicas fisico-quimicas e farmacolégicas

Denomina-se 1,3,7-trimetilxantina, possui férmula molecular CiH,;,N,O, e massa
molecular de 194,19 g/mol. Apresenta-se em forma de p6 branco, cristalino, inodoro e com
sabor amargo. O seu ponto de fusio esta compreendido entre 234 e 236,5 °C [32]. A cafeina
¢ una base fraca com pKa de 0,78 [33], possui solubilidade em agua bastante moderada, de
apenas 2,17 g/100 mL (25° C) [32], no entanto a molécula possui caricter suficientemente

hidréfobo para poder atravessar as membranas bioldgicas.

Segundo Fredholm e al [34] e Moratalla [35], a agdao farmacoldgica da cafeina
caracteriza-se pelo bloqueio dos recetores de adenosina (inibidor do SNS) no cérebro [34].
Os efeitos produzidos dependem da dose. Aumenta o desempenho intelectual, a interacao
social e produz sensacao de bem-estar, no entanto também pode desencadear ansiedade. Tal
como outros estimulantes, reduz a impressao de fadiga e melhora o desempenho de
atividades motoras, além de aumentar o estado de vigilia. Aumenta a pressio arterial e
frequéncia respiratoria e taquicardia, produzindo diurese e estimulando a liberacio de
catecolaminas, especialmente adrenalina [35]. O tratamento repetido com a cafeina pode
produzir tolerancia ou sensibilizacdo, dependendo do modo de administragao,

principalmente ao nivel dos efeitos cardiovasculares [36].

O metabolismo e a farmacocinética da cafeina encontram-se descritos em variados
artigos cientificos e livros, entre os quais destacamos o trabalho de Arnaud ez a/. [37-41]. De
acordo com este autor, a cafeina é quase completamente absorvida no trato intestinal, possui
um tempo de meia-vida entre 2,5 e 4,5 horas, de modo que a ingestio repetida durante o dia
aumenta gradualmente os niveis plasmaticos de cafefna, e consequentemente, os efeitos
produzidos [40]. A cafeina distribui-se por todos os tecidos e fluidos corporais e sofre
metabolismo no figado, com formacao de paraxantina, teofilina e teobromina, metabolitos,
que, por sua vez, podem potenciar os seus efeitos no organismo [42]. Cada um destes
metabolitos sofre ainda metabolizagao posterior e é excretado na urina. A cafefna ¢ utilizada
terapeuticamente em combinacao com ergotamina para o tratamento da enxaqueca e em
combinagio com drogas anti-inflamatétias nas formulaces de analgésicos. F ainda utilizada
como principio ativo para o tratamento de varias condi¢cdes de dor de cabeca, problemas

respiratorios em recém-nascidos, hipotensao e obesidade [43].
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1.2.2. Teofilina- Caracteristicas fisico-quimicas e farmacologicas

A teofilina, ou 1,3-dimetilxantina, tem férmula molecular C-H{N,O, e massa molecular
de 180,16 g/ mol. Encontra-se na forma de p6 branco cristalino com sabor amargo. O seu
ponto de fusdo esta compreendido entre 274 ¢ 275 °C [44]. A teofilina é um acido fraco com
PKa de 0,94 [27] e baixa solubilidade em 4gua, 0,55 -0,8 g/100 mL (25 ° C) [32], e tal como a

cafeina é soluvel em lipidos.

A descri¢do das agoes farmacoldgicas da teofilina pode ser encontrada nos trabalhos de
Moratalla [35] e Peck e al [45]. Estes autores atribuem-lhe a capacidade de relaxar a
musculatura lisa, principalmente ao nivel dos bronquios e vasos sanguineos pulmonares e de
possuir um efeito estimulador sobre a respiragao. Estimula o miocardio e o sistema nervoso
central, diminui a pressao periférica e a pressao venosa e tem efeito diurético. A atividade
broncodilatadora de teofilina é essencialmente devida a inibicdo (ndo especifica) dos

recetores de adenosina e fosfodiesterase [46].

Arnaud ez al. [37-40], Hendeles ez al., [47] y Ogilvie [48] verificaram que a teofilina é bem
absorvida ap6s administracao oral, mas esta absor¢ao pode variar de acordo com a forma de
administracdo utilizada. Geralmente, as concentragdes plasmaticas maximas sao atingidas no
espaco de 2 horas. A dose de teofilina necessaria para atingir niveis séricos terapéuticos, entre
10 e 20 mg/ ml, é fortemente afetada pelo metabolismo de modo que é necessitio um
controlo cuidadoso em cada paciente. O seu metabolismo e excre¢ao assemelham-se aos da
cafeina, dado que a teofilina ¢ um de seus metabolitos. A prescricao deste farmaco, para o
alivio sintomadtico ou prevencao da crise de asma e/ou doencas pulmonares obstrutivas, tais
como bronquite cronica e enfisema [49-50], caiu em desuso. Apesar do seu baixo custo, este
medicamento possui fortes efeitos adversos facto que, aliado a uma baixa eficacia e elevado
nfvel de toxicidade fora do seu intervalo terapéutico, e ao aparecimento de medicamentos
alternativos para as mesmas terapéuticas, levou ao seu consequente abandono como agente
farmacéutico [51-52]. No entanto, de acordo com Barnes ¢ a/ [53-54] este podera ser ainda

um farmaco com elevado potencial.
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1.3. Importincia do desenvolvimento de sistemas de libertagio controlada de

farmaco para sistemas que envolvem metilxantinas e ciclodextrinas

Com base nas caracteristicas farmacoldgicas das metilxantinas apresentadas anteriormente ¢é
compreensivel que estes farmacos sejam bons modelos para desenvolver sistemas de

libertagdo controlada de firmaco, em modelo de complexo farmaco / CD:

a) Aplicabilidade limitada por limites de solubilidade: tanto a cafeina como a teofilina sao
compostos cuja solubilidade em agua ¢ limitada e esse facto condiciona a sua distribuigdo

pelos diferentes fluidos corporais.

b) Elevados efeitos adversos: para concentragdes acima do seu intervalo terapéutico as
metilxantinas possuem efeitos adversos, especialmente importantes no caso de teofilina. A
utilizacdo deste composto ¢ fortemente condicionada pelo seu pequeno intervalo terapéutico
exigindo que a dose e a forma de administragdio sejam rigorosamente controladas,
normalmente através de um aumento consecutivo até que se alcancem concentragoes

eficazes.

A alternativa a terapia convencional ¢ a inclusdo destes farmacos num sistema de
libertagao controlada para permitir um controlo mais facil das formas de libertagao e

absorc¢io e das concentragbes plasmaticas assim como ultrapassar limitagoes de solubilidade.

2. Conceitos matematicos

2.1. Volume molar

Num processo de solvatacio, a entrada de uma molécula de soluto num solvente implica
a quebra de ligagoes intermoleculares neste. Apos a abertura da cavidade no solvente capaz
de receber a molécula de soluto estabelecem-se interagdes entre o soluto e o solvente, cuja
magnitude vai depender do caracter hidrofébico ou hidrofilico do soluto e refletir-se numa
maior ou menor estrutura do meio. A caracterizacao destas interagdes em solugdao aquosa, a
um nfvel molecular, pode ser feita por meio de propriedades com alta precisao, como ¢é o
caso do volume molar. Na verdade, através desta propriedade termodinamica podem obter-
se informacdes sobre as interacdes entre solutos em solucio, entre um soluto e o solvente ou

como se alteraram as interagdes de um soluto com o solvente quando se muda o solvente.
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O volume molar parcial de um soluto em solu¢ao aquosa pode ser visto como o volume

adicional obtido por adi¢do de uma mole de componente 7 a um volume elevado da solugao.
A concentragio infinitesimal, o volume molar parcial de um soluto, V, , coincide com o

volume molar aparente, @ . Este tltimo pode ser calculado, para uma solucio de molalidade

conhecida 7, a partir do uso da equagio

V-V
Yoo M 100071 1 2.1.1)

m P m (P Puo

@ =

onde p e py o S0, respetivamente, as densidades da solugdo e da 4gua pura, a temperatura
de trabalho; M é a massa molar do soluto; I ¢ o volume (em cm’) da solucdo de molalidade
me Uy é o volume (em cm’) da dgua pura.

A extrapola¢io dos valores de @, para concentracio infinitesimal pode efetuar-se, para o

caso dos eletrolitos, através da equagao de Masson [55]

¢ =d°+S2c 2.1.2)
e para nao eletrélitos, segundo Redlich [56]

% =@ +b,c 2.1.3)

representando, ambos S\? e b, , o declive da reta correspondente, e que pode ser relacionado
com as interacOes entre solutos na solucao.
Terekhova et al. [57-58] propuseram que, quando uma mistura de solutos em solugao ¢

analisada, tendo em conta a regra de Young para um modelo de ligagdo 1:1 entre 2 moléculas

que se associam, por exemplo, entre uma molécula de ciclodextrina e uma molécula de
cafeina em solu¢do, o volume @, se exprima em termos dos volumes de todas as espécies

presentes no sistema, livres e associadas, segundo
b =-a (2.1.4)

onde a, ¢ a fracio de moléculas associadas, @, ; ¢ @, . sao, respetivamente, os volumes das

espécies livres e totalmente associadas. A fraciao de cada espécie associada viria dada por (no

caso da ciclodextrina)

— KmCD,f mFarmaco,f (2 1 5)
mCD

(04

c
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onde

Mep = Mep ¢ (1"' KmFarmaco,f ) (2.1.6)

em que 7, € a concentracdo estequiométrica da ciclodextrina, e 7., € 7,y S30 as
concentragoes da ciclodextrina e do farmaco no estado livre, respetivamente. A manipulagao

das equacdes (2.1.4) a (2.1.6) permitiria obter a expressao

_ ¢V,f + K¢V,cmFarmaco,f
1+ Km

P co 2.1.7)

Farmaco, f

Assim, através da determinacao do volume molar aparente dos solutos, cuja medida para
cada componente da solugdo ¢ realizada em presenca de concentragio constante do outro

componente, pode obter-se a constante de associa¢ao K.

2.2. Viscosidade

A viscosidade ¢ a propriedade fisica dos fluidos que caracteriza a resisténcia por eles
oposta a0 movimento devido a uma for¢a externa. A um nfvel molecular a viscosidade ¢, na
realidade, a expressio do transporte de momento cinético na dire¢do perpendicular ao
movimento global do fluido. Também através desta propriedade de transporte se pode obter
uma visdo geral das interacoes que ocorrem em solucdo aquosa ao nivel do soluto/solvente,

através do coeficiente de Jones-Dole [60].

Jones e Dole desenvolveram uma equagao que permite relacionar a viscosidade relativa

de uma solucio de eletrolitos com a concentracao

T =14 AcY2 + Be + Dc? 2.2.1)

Mo

onde 7 é a viscosidade da solucao e 7, a viscosidade do solvente, e 4, B e D parametros
dependentes da temperatura. O coeficiente .4 proporciona informagao acerca das forgas
intermoleculares de longo alcance e o seu valor pode ser utilizado como indicador da
ocorréncia de algum tipo de associagao. O coeficiente B esta relacionado com as interagdes
soluto-solvente e da informagao acerca do caracter organizador e desorganizador da estrutura
do solvente. O coeficiente D ¢ importante unicamente para concentragoes eclevadas do

eletrélito e nao foi considerado para esta analise.
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Para solucoes de nao eletrélitos, a analise da influéncia da concentracio sobre a

viscosidade pode realizar-se tendo como base a equagao de Einstein [61],

7 —1+25¢+agp’ 2.2.2)

Mo

onde 7, e 7 sao as viscosidades do solvente puro e da solugdo, respetivamente, ¢ ¢ o volume

total das particulas presentes em 1 cm’ da solugio e o coeficiente # é um parametro que
quantifica as intera¢oes de segunda ordem que ocorrem no meio. O valor 2,5 presente nesta
equagao corresponde ao caso especifico em que as particulas de soluto sio consideradas
esféricas. Reajustando esta equagdo, uma vez que para moléculas de elevado tamanho o
segundo termo a direita da equagao (2.2.2) ¢ equivalente ao produto de um coeficiente
numérico pelo volume molar do soluto (solvatado) e pela concentracio molar da solucio

[62], vem

L =1+Bc+Dc? 2.2.3)
o

onde B e D sio constantes que dependem tanto da natureza do soluto como do solvente,
assim como da temperatura e pressio. O coeficiente B pode ser assumido como sendo
equivalente ao encontrado na equacdo Jones-Dole para a viscosidade dos eletrdlitos, de
modo que refletira igualmente os efeitos das interacGes soluto-solvente na soluc¢do. Desta
maneira pode ser usado como um critério para a medida da capacidade de aumentar (structure-
matking) ou diminuir (structure-breaking) a estrutura do solvente. O sinal e a magnitude do
coeficiente D, por sua vez, podem ser associados com as interacdes soluto-soluto que

ocorrem no meio.

2.3. Difusdo isotérmica

Ocortre difusao quando numa solugao existe um gradiente de concentragao e, na auséncia
de correntes de conveccio, se produz um fluxo espontaneo de matéria no sentido de reduzir
essa diferenca de concentracio, o que pode ser interpretado como o resultado de
movimentos permanentes das particulas existentes em solu¢do conhecidos como
movimentos Brownianos [63-64]. A difusio assim descrita é um processo irreversivel
importante na Natureza e é observada em todos os estados fisicos da matéria. A medida
quantitativa da difusao pode ser avaliada através do coeficiente de difusao de cada espécie em

solucdo, que relaciona o fluxo de matéria com o seu gradiente de concentragio. A forca
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motriz da difusdo é o gradiente de potencial quimico da substancia difundente que, em
solugoes ideais, ¢ igual ao gradiente de concentracdo a temperatura constante. Normalmente
a difusao isotérmica ¢ descrita de duas formas: as leis de Fick e a termodinamica aplicada aos

processos irreversiveis.

Num sistema de multicomponentes, a primeira lei de Fick [63] para a difusio (confinada
a um espaco unidimensional) diz-nos que, para um dado componente 7, a quantidade de
matéria | que atravessa, por unidade de tempo, a unidade de area de um plano perpendicular
ao eixo de difusio x, é proporcional ao seu gradiente de concentragdo, e que a constante de

proporcionalidade é o coeficiente de difusao, D, do sistema
g oc. ..
—-(3,)=2.D;—(i=12,...,9) 2.3.1)
i=1 OX

onde ¢ representa a concentragio, OC/OX o gradiente de concentragio na direcdo de x , 7
representa o efeito do fluxo do componente j no comportamento do componente 7 e g é o
numero de componentes independentes existentes no sistema. A diferenciagio da
concentragao em relagio a x ¢é parcial, uma vez que ¢ pode ser, também, dependente do
tempo. Para que D seja positivo introduz-se o sinal negativo na expressiao, pois se x

aumentar no sentido do fluxo a diferencial é negativa [63].

A segunda lei de Fick estabelecida a partir da derivagdo da equagao (2.3.1) [65], permite

avaliar a variagdao da concentracio com o tempo, 4 devida a difusao

2] -2og 232
at X=const ax ax

onde x e considerado de acordo com o referencial escolhido anteriormente.
Para o espago tridimensional, as leis de Fick podem ser escritas na forma [64]

J=-Dgradc (2.3.3)
% =div (grad c) (2.3.4)

A resolugao da equagdo (2.3.4) para um processo unidimensional torna-se possivel desde
que se considere como constante o valor do coeficiente de difusio relativamente a
concentracao [64]. Embora esta consideracao seja menos rigorosa tratando-se de sistemas
reais, ela é usada no campo experimental atendendo a que a forga responsavel pela difusio é

o gradiente de potencial quimico, e assim, considera-se que a variagdo do coeficiente de
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atividade ndo ¢ significativa relativamente a diferenca de concentragoes responsavel pela
difusdo [64]. Nessas condigdes, é legitimo considerar que obtemos coeficientes de difusio
diferenciais com significado termodinamico bem definido. A determina¢ao experimental dos

coeficientes de difusao ¢ descrita pelas leis de Fick, expressoes (2.3.1) e (2.3.2).

Num sistema com mais de dois componentes independentes, as leis de Fick sdo, em
geral, inadequadas para descrever o processo de difusio [63-64]. O fluxo de cada um dos
componentes pode ser afetado pelos gradientes de concentragio de todos os outros
componentes, e esta interagdio pode ocorrer quer os componentes sejam 16nicos ou
moleculares. Reduzindo a difusio a um processo unidimensional, o fluxo do componente 7 ¢

dado pela equagao (2.2.1).

A introducio da restricio adicional
q
D> v =0 (2.3.5)
i1

onde V, é o volume parcial molar do componente 7, permite-nos a eliminacao de um dos

fluxos, dado que se interrelaciona com os outros através dessa ultima expressao.

Para um sistema ternario (i.e., ¢ = 3) [64] e para um referencial a volume constante
representado por v, as equagdes de difusio mutua dos solutos 1 e 2 podem ser descritas

através das equagoes (2.3.0) e (2.3.7)

a 1 a 2

- (J,) =(Dwy), 8_():( +(Dyy), 5_(;( (2.3.6)
ac, B

(3=, T+ (0,), T2 (237)

onde J,

7

representa o fluxo do componente 7 na direcio de x e OC/OX o gradiente de
concentracao do componente 7 na mesma dire¢ao. Os coeficientes de difusao principais D, e
D,,, representam os fluxos dos solutos 1 e 2, respetivamente, produzidos pelo seu proprio
gradiente de concentracio. Os coeficientes secundarios D,, e D, representam
respetivamente os fluxos 1 e 2, produzidos, no entanto, pelo gradiente de concentracio do
outro componente [63-67]. Em solug¢bes diluidas que envolvem solutos que nio interagem,
os valores de D,, e D,, podem ser negligenciaveis dentro dos limites de imprecisao do

método, e, como tal, considerados nulos. Nao sendo nulos, um valor positivo para estes
coeficientes, representado genericamente por D, (7 # £), indica transporte do soluto 7 desde

regides de mais alta concentracao do soluto £ para regides de mais baixa concentragdo do
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mesmo soluto. Um valor negativo para D, (7 # £) indica transporte do soluto 7 desde regices
de mais baixa concentragdo do soluto £ para regides de mais alta concentracio do mesmo

soluto.

A difusao num sistema quaternario em solu¢io aquosa [68-70] (i.e., ¢ = 4) vem descrita

pelas equagoes de difusio

oc ac,
23 1,123 23
—lel(anfgjﬁ “%2k ™ + (13%7§- (2.3.8)
ac, 0Cy
23 23 23
Jzzzl(D21% > F1 (Dyy), +1( 23, o (2.3.9)
oc
3
— 123(D31 ) +123(D32 ) 123(D33 , E (2310)

A interpretacdo destes coeficientes de difusdo principais e secundarios segue a mesma

ordem de ideias descritas para o caso de um sistema ternario.

Nos processos de difusio envolvendo varios solutos é interessante obter informagio
sobre as intera¢des intermoleculares que ocorrem em solugdo. Alguns autores desenvolveram
modelos no sentido de quantificar essas interagoes moleculares mediante a estimativa de uma

constante de associacio.

Paduano ez al [71-74] desenvolveram um desses modelos, considerarando o caso

particular de 2 solutos em equilibrio quimico, 1+ 2¢%33 onde a espécie 1 é uma
ciclodextrina (1), a espécie 2 é uma molécula hospede (2) e a espécie 3 o possivel complexo, e

definiram as equag¢oes de difusio em termos das espécies presentes

0Cy *

(J )= (Dll) _"'( 12) +( 13 ) v ox (2.3.11)
OCy

-(Jq = (DlZ) —+( 22) +( 23 ) —X (2.3.12)
* oc 3

-(J4 ") =( 31) —+( 32) —+(D33 ) (2.3.14)

OX

o * ~ . ~ . .
onde os termos secundarios D, dio as interagdes entre solutos produzidas unicamente
devido ao processo de difusao. Em termos das espécies constituintes podemos considerar as

seguintes relacoes

Jy =37 +35" e J,=34+35" (2.3.15)
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* * k %

e a constante de associa¢iao, em molaridade

K =3 2.3.17)

Desprezando todos os termos secundarios nas equagoes (2.3.11) a (2.3.14) e rearranjando
as equagdes, a constante de associa¢io K, e o coeficiente de difusdo da espécie associada D;;’

podem obter-se por

Dy, :%{(Dﬂ* + D33*) + (Dll* - D33*)[l- K. (c, —cl)]R} (2.3.18)
Dy, =%{(D33* - Dll*) + (Dll* - DSS*)b- K. (c, —cl)]R} (2.3.19)
Dy, =%{(D33* - Dzz*) + (D22* - D33*)£l- K. (c, —cl)]R} (2.3.20)
D,, =%{(D22* + Das*) + (DZZ* - D33*)£l- K. (c, - cl)]R} (2.3.21)

onde
R=f1+K.(c,—c)f +4Ka ) > (23.22)

O modelo descrito implica que, para obter a estimativa de K, a partir das equagdes
(2.3.18) a (2.3.21), se considere D,," e D,, como sendo iguais aos valores dos coeficientes de
difusao binarios, D, (ciclodextrina) e D, (molécula héspede) a correspondente concentragao,
corrigida pela viscosidade da solucdo. Os valores de D;; e K sio aqueles para os quais se
obtém uma maior concordancia dos dados experimentais, dentro da precisao das

determinacoes.

Leaist ¢ al. [75-77] propéem um outro modelo, baseado no transporte acoplado de
solutos, em condi¢bes de concentracio vestigial, e que permite igualmente estimar a
constante de associacao K e o coeficiente de difusao da espécie associada D para o caso
particular de um dos componentes em solucido ser um eletrdlito forte. Nesta situagao, e
supondo um sistema aquoso onde coexistem 2 solutos .4 (1) e MX (2) e que A interage com

um dos ides do outro soluto em solugio aquosa, p. ex. o catido M, o equilibtio viria descrito

por

K
A+M" o A-M" (2.3.23)
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e existitiam 4 espécies em solugio: A; A-M'; M" e X. As equagdes de balanco de massas

seriam
;= [A]+[AM] e o= [MT]+[AM'] (2.3.24)
e as fracdes associadas de A (X)) e de M" (X)) poder-se-iam escrever como

L]
[A]+[AMT]

[AM*]

Xi= EEET]

e X,= (2.3.25)

A difusio da espécie associada AM" e a respetiva constante de associacio podem
estimar-se mediante o uso das equagdes (2.3.20) e (2.3.27), e dos dados experimentais
obtidos através de medidas dos coeficientes de difusao ternaria de concentragoes vestigiais de
A em solugio aquosa de MX, D,,” (¢,/¢,=0), e medidas dos coeficientes de difusdo ternaria

de concentragdes vestigiais de MX em solugio aquosa de A, D,,” (¢,/¢,=0).
DY, (2=0) =, D0 +(1-X,) D (2.3.26)
@

0 (a2 _ XD +H(1-X2) D+
D3, ([2 —0) =2D,. D_XoDlp +(1X0) B (2.3.27)

onde D’ e D’ representam os coeficientes de difusio infinitesimal das moléculas de A e
do complexo A-M", respetivamente. O valor de D', ¢ considerado igual ao do coeficiente de
difusdo, a concentracao infinitesimal, de A em solugao aquosa. Assim, nas condi¢des de
difusio de concentragGes vestigiais de soluto, X, = X, e a constante de associagao pode ser

definida como

Xy X

e (2.3.28)

Estao envolvidas varias consideragoes neste modelo para permitir a estimativa da
constante de associa¢ao dos solutos. Ainda que a contribui¢io da viscosidade da solugao seja
tomada em conta no calculo, a contribuicio da constante dielétrica e as alteracGes na
hidratagao dos solutos [64] sio negligenciadas. O modelo supoe ainda que, na gama de
concentragoes estudada o coeficiente de atividade das solucbes ¢ igual a unidade e que as

mobilidades de espécies livres e associadas nao se alteram com a concentragao.
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3. Experimental

3.1. Reagentes e solugdes

Cafeina (pro analysi, pureza > 98,5 %), teofilina (anidra, pureza > 99,0 %),
f-ciclodextrina (pureza 98%, com fracio em massa de agua de 13,1 %), 2- hidroxipropil-4-
ciclodextrina (pureza 100% com fragio em massa de agua de 18,2 %) e cloreto de potassio
(pro analysi, pureza >99,5 %) foram proporcionados pela Sigma-Aldrich e utilizados tal como
recebidos, tendo apenas sido mantidos num exsicador com gel de silica. Como solvente foi
utilizada 4gua desionizada (condutividade de 5,6 x 10® ohm™ ecm™) e fervida para eliminar
gases dissolvidos. As solu¢des foram preparadas em baldes volumétricos calibrados (no caso
das medidas de densidade e viscosidade, por pesagem direta de solvente e soluto) e

desarejadas no ultrasons antes de cada conjunto de medigdes.

3.2. Equipamentos e procedimento

A densidade das solugdes foi determinada com recurso a um densimetro digital Anton
Paar, modelo DMA 5000, cuja sensibilidade é de 1 x 10° g cm” e a reprodutibilidade de
resultados de * 5 x 10° g cm™, entre 0 e 90 °C e 0-10 bar de pressido. Para a realizagio da
medida injetou-se 1 mL de solu¢ao problema no tubo em U do densimetro, aguardou-se até
a completa estabilizagdao térmica da amostra e registou-se o valor de densidade (minimo de 4
leituras para cada amostra espagadas por 1-2 minutos). Posteriormente retirou-se a amostra,
lavou-se o tubo com agua destilada, secou-se com o auxilio da bomba de ar e introduziu-se
nova amostra, da mesma solu¢ao problema. Este procedimento foi repetido até a obten¢ao
de 6 séries de medidas cuja variagdo de valores experimentais fosse na ordem de 10,000 01

unidades, representando uma incerteza de 0,01 %.

As medidas de viscosidade foram realizadas com o auxilio de um viscosimetro do tipo
Ostwald, modelo Cannon-Fenkse A-1, série 25, de Comecta S.A., que permite obter valores
de viscosidade de liquidos com uma incerteza de £ 0,2 %. Para a realizagao da medida
introduziram-se 7 mL da solu¢do problema no reservatorio do viscosimetro, colocando-o em
posi¢ao vertical num banho termostatico durante cerca de 2 horas, até atingir a temperatura
do estudo e alcangar o equilibrio térmico. Em seguida, a solu¢ao foi elevada até ao deposito
superior e deixada fluir sob a acdo da gravidade, medindo-se o tempo que demorou a passar

entre as 2 marcas de calibragdo. O processo de medida foi repetido até a obtengdo, para a
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mesma solucdo, de pelo menos 4 valores de tempos de fluxo com diferengas entre si de
0,05 segundos. Apds a medida o viscosimetro foi lavado com 4gua destilada e

posteriormente com a solugao problema seguinte.

As medidas de coeficientes de difusio foram realizadas com o recurso ao método de
dispersio de Taylor. Parte destas medidas foi realizada no Departamento de Quimica da
Universidade Federico II de Napoles (Italia) com o objetivo de comprovar a reprodutibilidade
dos resultados. Os principios em que se baseia este método de medicdo e a descricio do
equipamento sao apresentados de forma sucinta, uma vez que essa informac¢io se encontra

bem documentada na literatura [70,78-83].

Neste método, cada solucio de fluxo, recolhida num balio volumétrico no inicio do
circuito, ¢ introduzida num tubo de dispersao, que se encontra enrolado circularmente de
forma homogénea dentro de um termostato, através de uma bomba peristaltica (Gilson,
modelo Miniplus 3) e move-se em regime de fluxo continuo, a uma velocidade constante de
0,17 mL min"". No infcio de cada experiéncia, e através de uma seringa ligada a uma vilvula
de injecdo de 6 portas (Rheodyne modelo 5020) sio introduzidos 0,063 cm’ de solugio de
concentragao ligeiramente diferente da solugio em fluxo (solucdo de injecdo). A dispersao
das amostras ¢ monitorizada usando um refratometro diferencial (Waters modelo 2410)
colocado a saida do tubo de dispersao. A diferenga do indice de refracio é transformada num
sinal de tensio que ¢ lido pelo voltimetro digital com interface IEEE (Agilent modelo
34401A). Estas leituras sdo feitas em intervalos de 13 segundos. A aquisicao de dados ¢ feita
no computador onde sio registados o tempo e o valor do sinal do voltimetro, utilizando um
programa de aquisi¢ao de dados, elaborado em BASIC (Anexo I). O tratamento de dados é

feito através de um programa também elaborado em BASIC (Anexo I).

Os ensaios para as medidas dos coeficientes de difusio mutua foram realizados de

acordo com o tipo de solugao problema a determinar, isto ¢

- para o caso das medidas de coeficientes de difusao de solugdes aquosas binarias (soluto
+ solvente) sao introduzidas, alternadamente, amostras de solu¢es de injecio de
concentracao ¢ £ A¢ num fluxo laminar de uma solucao de concentracdo ¢ sendo que por

cada amostra injetada se obtera um valor de D;

- no caso das medidas de coeficientes de difusdao de solugdes aquosas ternarias (soluto 1
+soluto 2 + solvente) apenas se faz variar a concentragdo de um dos solutos em cada uma

das amostras, isto é, sdo introduzidas, alternadamente, inje¢coes de concentragao ¢, = e, e ¢, e
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de concentracao ¢ e ¢, £ ¢, num fluxo laminar de uma solu¢io de concentracdo ¢, + ¢,

obtém-se um coeficiente de difusdao para cada par de injegbes realizadas;

- para o caso das medidas de coeficientes de difusao de solugdes aquosas quaternarias
(soluto 1 +soluto 2 + soluto 3 + solvente) novamente apenas se faz variar a concentragao de
1 dos solutos em cada uma das amostras, isto é, sao introduzidas em sequéncia de tres,
injegdes de concentragio ¢, £ e, , ¢, € ¢;; em seguida ¢, ¢, T ¢, e ¢;, finalmente ¢, ¢, € ¢; =

Ae,.; obtém-se um coeficiente de difusdo para cada conjunto de trés injegoes realizadas.

4. Resultados e discussio

4.1. Caracterizagio de propriedades fisico-quimicas de farmacos em solugdao aquosa

Como indicado anteriormente, a eficicia de um farmaco esta condicionada, em grande
parte, pelo valor da sua solubilidade em agua, dado que esta é o solvente por exceléncia nos
organismos vivos, e pelo correto equilibrio entre um ambiente aquoso e lipidico, para que
possam atravessar as membranas biolégicas e atingir o seu local de atuacio [84]. E por tanto
compreensivel a importancia do conhecimento das propriedades fisico-quimicas das solugdes
aquosas destes compostos. Igualmente importante é a caracterizagdo dos excipientes, tais
como as ciclodextrinas, que possam ser utilizados em conjunto com os farmacos no
desenvolvimento de formas de libertagao modificada. Cada ciclodextrina tem a sua propria
capacidade de formar complexos de inclusao com moléculas especificas, capacidade esta que
depende quer de um bom ajuste da molécula héspede a cavidade hidrofébica, quer da
existéncia de uma forga motriz que leve a formagao destes complexos. Portanto, dado que a
formagao do complexo ocorre em solugdo aquosa, as propriedades destas solu¢oes devem

ser conhecidas.

Para cada um dos sistemas sob investigacdo foram obtidas e analisadas a densidade, a
viscosidade e os coeficientes de difusdao, em solu¢ao aquosa, a diferentes concentragoes, € as
temperaturas de 298,15 e 310, 15 K. A partir dos dados experimentais da densidade, em
solugdo aquosa, foram calculados os valores correspondentes ao volume molar aparente do
soluto e, a partir da sua anilise, determinaram-se os valores correspondentes ao volume
molar parcial a concentracao infinitesimal. A partir desta informagao procurou-se caracterizar
as interagoes moleculares que possam ter lugar e estimar caracterfsticas estruturais destas

solucoes.
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Através dos valores experimentais da viscosidade, e em particular do seu parametro B de
viscosidade de Jones-Dole (no caso dos eletrolitos) ou do seu equivalente (no caso dos nio
eletrélitos), caracterizou-se a capacidade organizadora de estrutura (structure making) ou

desorganizadora de estrutura (structure breaking) do solvente que possuem estes solutos.

A partir dos coeficientes de difusdo mutua foi possivel estimar valores do raio e volume

hidrodinamico destes compostos em solu¢ao aquosa.

4.1.1. Sistema cafeina + agua

Para a cafeina em agua obtiveram-se valores de densidade (tabela 6.1 e figura 6.1 -
capitulo 6) que apresentam um comportamento de crescimento monétono com o aumento

da concentrac¢do da cafeina em solucdo e cuja variagdo com a temperatura ocorre na mesma

magnitude. Os valores obtidos para os volumes molares aparentes, @, (tabela 6.1), foram

relacionados com a concentragio, a partir da equagao de Masson (equagao 2.1.2) a ambas as
temperaturas. Verificou-se que estes decrescem com o aumento da concentracio do soluto
em solugdao aquosa, indicando a existéncia de interagdes associativas entre moléculas de
cafeina, de acordo com evidéncias ja reportadas por outros autores [85, 33]. Falk e al. [80]
estudaram a cafefna através de medidas de FT-IR e sugerem que as liga¢des de hidrogénio
entre os grupos C=0 da cafeina e a agua diminuiriam a medida que ocorre associagao entre
as moléculas de soluto, libertando agua para o meio. Consequentemente a cafeina atuaria
como um promotor de estrutura do solvente (structure making). A entrada da cafeina em
solu¢do aquosa e a correspondente formagdo da sua esfera de hidratacdo provocaria o
estabelecimento de ligagoes de hidrogénio cafeina-dgua que gerariam uma contracio do
volume da solugao [87-88]. Ao mesmo tempo, estas entidades de soluto hidratadas poderiam
entrar nas cavidades da estrutura tipo gelo da agua, por efeito de hidratagao hidrofébica [89-
90] (diminuindo a energia livre total da solu¢ao). O aumento destas entidades em solucao
levaria a uma suavizagdo deste efeito, como consequéncia da diminui¢io dos intersticios
livres da estrutura da agua [91-92]. A partir da equacao de Masson foram também obtidos os
valores dos volumes molares aparentes a concentragao infinitesimal, e comprovado o seu
bom acordo (143,49 cm® mol ™" a 298,15 K) com dados publicados anteriormente por outros

autores [85, 93]. A 310,15 K observou-se um volume molar aparente a concentracao
infinitesimal de 148,48 cm’ mol’. O aumento de ¢\? em consequéncia do aumento da

temperatura confirma a hipotese anterior de que a cafeina tem caracter “structure making” em

solucdo aquosa.
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A partir do ajuste dos valores de viscosidade das solugdes aquosas de cafeina (tabela 6.2,
capitulo 6) a equagdao de Jones-Dole (equacdo 2.2.1), dado que a cafeina é uma base fraca,
podemos obter informagao adicional sobre o tipo de interagdes passiveis de ocorrer em
solucao aquosa. Foram observados valores de 4 pequenos e negativos a ambas as
temperaturas, o que nos permite inferir a presenca de interagoes cafeina-cafeina,
especialmente a 298,15 K| tal como esperado tendo em conta a tendéncia deste soluto para
auto-associacdo por "vertical-stacking" |85, 94, 86]. No caso do coeficiente B encontraram-se
valores positivos o que, em conjunto com a variacao da sua derivada frente a temperatura
também positiva, dB/dT" (= 0,06), vem confirmar o caricter “structure-making’ anémalo deste
soluto. Podemos ainda relacionar o valor de B com o volume molar parcial (i.e. volume

molar aparente a concentra¢ao infinitesimal) e obter informacao relativamente ao estado de

solvatacao de um soluto. Neste sentido, valores de B/ V,) elevados (superiores a 2,5) sio

indicativos da formagdo de uma primeira camada de hidratacio em redor de um soluto.

Valores de B/ \/_20 entre 0 e 2,5 correspondem habitualmente a espécies nao solvatadas [95-

96]. Para a cafeina os valores do quociente B/V20 sao indicativos da existéncia de uma

camada ordenada de moléculas de solvente em redor da molécula, o que é consistente com as

observagoes anteriores de que este ¢ um soluto com caracter “structure making’.

Relativamente aos coeficientes de difusao para este sistema (tabela 6.4), estes foram
medidos com recurso a técnica de Taylor e o seu comportamento analisado em funcio da
temperatura e da concentragao. A variacao deste parametro com a concentra¢ao ¢ polinomial
e o seu ajuste permite obter o valor do coeficiente de difusao a concentragao infinitesimal.

Os valores obtidos foram D’ = 0,764 x 10 m*s™, 2 298,15 K, e D’= 1,077 x 10 m*s ™, a

>
310,15 K. Estes valores foram ainda determinados por via experimental, com recurso a
medidas de perfis de concentragdo gerados por inje¢ao de amostras de baixa concentragao
(¢ <10 mM) em fluxos laminares de 4gua. Experimentalmente obtiveram-se valores bastante
concordantes, dentro da imprecisio que acompanha este método experimental, de
D’=0,760 x 10° m*s™, 2 298,15 K, e D’ = 1,052 x 10~ m*s™', a 310,15 K. Relativamente 2
variagdo com a temperatura, observa-se uma diminui¢io mais acentuada de D com a
concentragao quando a temperatura fisiologica, observa¢oes concordantes com o facto de
que, por um lado a cafeina ¢ uma base fraca e portanto, em solu¢ao aquosa esta fracamente
protonada, e que o aumento da temperatura desloca esse equilibrio provocando um aumento

da quantidade da cafeina protonada em solug¢ao [33], contribuindo para um aumento da

mobilidade das espécies e, por outro lado, de que este soluto sofre auto-associagao de forma
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progressiva [85] e que esta associagdao é mais débil a temperaturas mais elevadas.

A equacdo de Stokes-Einstein (equagao 6.1.2, capitulo 6) permite relacionar, para uma
particula que se move num meio hidrodinamico continuo, o coeficiente de difusio e a
viscosidade do meio com as dimensoes da particula ou seja, permite determinar o seu raio
hidrodinamico e a partir deste o seu volume hidrodinamico. Da sua aplicagao aos dados de
difusdo obtidos experimentalmente estimou-se um raio hidrodinamico de r (298,15 K) =
0,321 nm e r (310,15 K) = 0,305 nm e um correspondente volume hidrodinamico molar de
83,47 cm’mol’, a 298,15 K e 71,61 cm’>mol”, a 310,15 K. Estes valores indicam que a

maior temperatura a molécula tende a encontrar-se menos hidratada.

4.1.2. Sistema teofilina + agua

Os valores de densidade obtidos para as solugdes aquosas de teofilina (tabela 6.5 e figura
6.5- capitulo 6) apresentam, tal como para o caso da cafeina uma variagdo monétona com o
aumento da concentragao de teofilina em solugdo e sem efeito de temperatura apreciavel, ja
que a variagdo com esta ultima ¢é analoga. Os valores dos volumes molares aparentes

calculados com recurso a equacao de Masson (eq. 2.1.2) permitiram também para este soluto
observar um decréscimo nos valores de @, com a concentracio, ainda que os valores do

volume molar parcial a concentragdo infinitesimal da teofilina sejam mais pequenos,
especialmente a temperatura mais elevada, tal como se esperaria devido a auséncia do grupo
metil na posi¢ao 7, relativamente a cafeina. Tal como outras bases purinicas, a teofilina sofre

igualmente auto-associa¢ao em solu¢ao aquosa e esta pode ser a razao para a diminui¢ao nos

valores de @, com a concentracio. Este comportamento sugere ainda que a teofilina deve

possuir caracter “structure making’.

Relativamente as medidas de viscosidade para estas solucbes (tabela 6.6-capitulo 6)
verificamos um aumento com a concentracao, ainda que bastante pequeno, e¢ uma
diminui¢io com o aumento da temperatura a medida que aumenta a concentra¢io de
teofilina em solugdao. Através do ajuste dos dados experimentais a equagao de Jones-Dole
(eq. (2.2.1)), dado que a teofilina ¢ um acido fraco, obtiveram-se os valores dos parametros .4
e B. O paraimetro A apresenta valores negativos mas superiores aos encontrados para a
cafeina, indica¢ao de que ambas as bases de purina em solu¢ao aquosa possuem capacidade
auto associativa distinta, isto ¢, as interacOes que tém lugar entre as moléculas de teofilina sao

mais fortes do que as que se produzem entre as moléculas de cafeina, especialmente a 310,15
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K. Para o coeficiente B o valor é positivo, e os valores apresentados pela sua primeira

derivada em relacio a temperatura (4B/d1 (= 0,00)) e pelo quociente B/ \/_?_0 sa0 iguals aos da

cafeina, a ambas as temperaturas. Isto significa que o caracter da teofilina em solu¢ao aquosa

¢ predominantemente o de um organizador da estrutura da 4agua, tal como previsto
anteriormente pela analise da variacio em ¢, . Um valor de B para a teofilina inferior ao da

cafeina é concordante com o facto de que a molécula de teofilina tem menos um grupo
metil, e portanto ¢ um composto mais polar (menos hidrofébico) que a cafeina sendo
portanto espectavel que a estrutura da agua se visse menos afetada pela auto-associagao deste

soluto [97].

No que se refere aos coeficientes de difusao (tabela 6.8 - capitulo 06), verificamos que os
valores obtidos a ambas as temperaturas diminuem com o aumento da concentragio de
teofilina em solucao e que esta diminui¢iao é mais acentuada no caso da temperatura mais
alta, tal como ocorria com a cafefna. A partir do ajuste polinomial dos dados do coeficiente
de difusio face a concentragio é possivel obter o valor do coeficiente de difusdo, a
concentracio infinitesimal, D’ (tabela 6.9- capitulo 6). Os valores obtidos desta forma,
D’ = 0811 x 10° m>s™, a 298,15 K e D’= 1,152 x 107 m*s™, a 310,15 K, sio muito

préximos aos determinados experimentalmente, D’ = 0,806 x 10~ m*s™', a 298,15 K e

D’=1,157 x 10" m*s™', a 310,15 K, através de injecdes de solugdes diluidas de teofilina num
fluxo laminar de agua. Aplicando a equacdo de Stokes-Einstein (eq. 6.2, capitulo 6) estimou-
se o valor do raio hidrodinamico da molécula as duas temperaturas do estudo, tendo-se
obtido um valor de » = 0,302 nm (para 298,15 K) e » = 0,285 nm (para 310,15 K). Tal como
ocorre com a cafeina, o aumento da temperatura parece conduzir a desidratagao da molécula
de teofilina. Os valores estimados para o volume hidrodinamico molar foram de 71,08

cm’mol”’ a 298,15 K e de 57,90 cm>mol’ a 310,15 K. Ambos os valores sio, como

esperarfamos, inferiores aos encontrados para a cafeina.
4.1.3. Sistema p-ciclodextrina + agua

Os valores de densidade obtidos para as solugdes aquosas de f-ciclodextrina, doravante
designada apenas como f-CD por uma questao de simplicidade, (tabela 6.10- capitulo 6) tém
um crescimento analogo com o aumento de concentra¢ao a ambas as temperaturas, sendo
concordantes com valores publicados por outros autores a 298,15 K [98-99]. Igualmente

concordantes sao os valores calculados (por aplicagdo da equagao 2.2.1) para os volumes
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molares aparentes as diferentes concentragoes [98, 100]. Estes ultimos sao positivos e
elevados, ainda que ndo apresentem uma linearidade aparente (figura 6.10-capitulo 6) quando
do ajuste frente a concentragio (equagao 0.6-capitulo 6), dado o reduzido intervalo de

concentracoes que pode ser investigado. O valor de @, tende a diminuir com o aumento da

concentracdao de ciclodextrina em solu¢do, evidenciando a existéncia de interacdes entre as
moléculas de ciclodextrina, possivelmente formando agregados, tal como ja foi sugerido por
outros autores [101], através do estabelecimento de ligacdes de hidrogénio entre os grupos

hidroxilo secundatrios.

Relativamente a viscosidade destas solugbes, verificamos tal como esperado, um
aumento do seu valor com a concentra¢ao, que se intensifica a temperatura fisiolégica. Dos
valores encontrados para os parametros B e D do ajuste dos dados experimentais obtidos
(tabela 6.8 e figura 6.11- capitulo 6) observamos que a tendéncia deste soluto é para um

caracter organizador de estrutura do solvente [102]. Isto é, D toma um valor bastante

pequeno enquanto B é elevado e positivo. Além disso a relacdo B/ V‘,_0 apresenta valores

superiores a 2,5, a ambas as temperaturas, indicagio da formagio de uma camada de
hidratagao em redor da molécula de ciclodextrina em solucdo aquosa. No entanto a partir da
primeira derivada de B relativamente a temperatura, dB/dT° = 0,10, a indicacio seria a de que
este soluto teria um caracter oposto (“structure-breaking’) [103]. Apesar desta aparente
contradi¢ao, é necessario recordar que as teorias sobre o caracter organizador ou
desorganizador da estrutura do solvente estio dirigidas a eletrélitos, e este soluto ¢ um nao
eletrolito. Marcus [102] e outros especialistas concordam que esta caracterizagao se faga

baseada principalmente no sinal e magnitude de B, pelo que esta ¢ a considerac¢do seguida.

Os coeficientes de difusio das solu¢des aquosas de f-CD [98, 104], diminuem com o
aumento da concentracio de f-CD no meio, mas apenas cerca de 2%, possivelmente devido
ao elevado tamanho deste soluto em solugao e a necessidade de que a molécula encontre um
“espaco” contiguo adequado [105] para poder mover-se no seio da solugao. Ja o efeito
térmico é bastante importante pois produz um aumento significativo no valor deste
parametro. A analise da variacao dos seus valores com a concentraciao permitiu-nos estimar o
valor do coeficiente de difusio a concentragdo infinitesimal, resultado de um ajuste linear
(figura 6.12- capitulo 6) a 298,15 K, D’ = 0,326 x 10~ m*'s™, coincidente com o obtido por
outros autores [98] e com o valor experimental. A 310, 15 K o valor observado foi de
D’= 0,464 x 10°m*s™". A partir dos valores de D pode estimat-se o raio hidrodindmico com

resultados de 0,75, nm a 298,15 K e de 0,74, nm a 310,15 K, valores muito préximos aos
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reportados por Longsworth [106] para este soluto e aos de Evans ef a/. [107] para solutos
similares. As variagdes nos raios hidrodinamicos molares com a temperatura sdao inferiores a
1%, portanto esta ciclodextrina nao deve ser afetada pelo aumento de temperatura. Os
volumes hidrodinimicos obtidos foram de 1074,3 cm’mol’ a 298,15 K e de 1021,9
cm’mol ™’ a 310,15 K.

4.1.4. Sistema hidroxipropil-SZ-ciclodextrina + agua

Para a hidroxipropil-g-ciclodextrina, doravante diante designada apenas como HP--CD
por uma questdo de simplicidade, as medidas de densidade das suas solugbes aquosas
permitiram-nos obter resultados (tabela 6.15-capitulo 6) a 298,15 K e 310,15 K, cujo
aumento ¢ monoétono, e na mesma ordem de grandeza, com o incremento da concentragao
da ciclodextrina em solugdo. Os valores dos volumes molares aparentes calculados a partir
das medidas de densidade (Figura 6.14) sio consideravelmente supetiores aos da [-CD,
possivelmente consequéncia da substituicao dos grupos hidroxilo por grupos hidroxipropilo
mais volumosos, e cuja tendéncia é de aumentar com a concentragao da solugao. Aplicando a
equagao proposta por Redlich (eq. 2.1.3) [56] obtiveram-se valores para o volume molar
aparente a concentragao infinitesimal de 861 cm’ mol” a 298,15 K e 880,76 cm’ mol” a

310,15 K.

Relativamente as viscosidades das solugcdes de HP-5-CD (tabela 6.16- capitulo 0),
verificou-se um comportamento analogo ao da f-CD em soluc¢do, aumentando a viscosidade
com o aumento de concentracao da ciclodextrina em solucao, principalmente a temperatura
de 310,15 K. Os valores obtidos foram analisados (figura 6.15- capitulo 6) com recurso a
equagao de Einstein (eq. (2.2.3)), tendo-se alcangado valores praticamente desprezaveis para
o coeficiente D (tabela 6.17- capitulo 6), enquanto para B os valores sao grandes e positivos,
e superiores a 2,5, a ambas temperaturas, evidenciando que o soluto se encontra solvatado
em solucdo e portanto possui capacidade “structure-making’. No entanto, tal como para a
[-CD, a variagao de B com a temperatura, dB/d1, apresenta um valor positivo o que, de
acordo com Nightingale [99], indica caracter desorganizador da estrutura do solvente, o que
estatia apoiado pela variacio positiva do volume molar aparente ¢, , com o aumento da
concentracao observada anteriormente. Se tivermos em conta que a HP-g-CD apresenta,
relativamente a f-CD, grupos hidroxipropilo no seu exterior em substituicdo de grupos
hidroxilo, aumentando a sua solubilidade e o caricter hidrofilico, somos levados a concluir

que esta ciclodextrina tem maior capacidade para estabelecer unides com as moléculas de
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agua circundantes, e que para tal seria necessario quebrar a estrutura do solvente.

No que se refere aos coeficientes de difusaio da HP-5-CD em solugao (tabela 6.18-
capitulo 6) [108] verifica-se uma pequena diminui¢io dos valores com o aumento da
concentragao da ciclodextrina, principalmente a 298,15 K. O efeito de aumento da
viscosidade do meio provocado por uma maior presenca de soluto é compensado por uma
diminui¢ao da estrutura do solvente. Esta situacdo traduz-se numa diminuicao de D menos
pronunciada do que o esperado devido ao efeito viscoso, principalmente a temperatura mais
elevada, onde a diminui¢ao produzida na estrutura do solvente, quer por efeito térmico, quer
por uma maior hidratacio do soluto, compensa quase por completo o aumento de
viscosidade do meio. Ajustando os valores do coeficiente de difusio com a concentragio
(figura 6.16 e tabela 6.19- capitulo 6) obtemos D’ = 0,322 x 10~ m*s™ a 298,15 K e
D" = 0,408 x 10”7 m*s"' a 310,15 K o que esti de acordo com os resultados obtidos
anteriormente para a f-CD. Ha que ter em conta que a HP-5-CD tem um maior peso
molecular, logo uma menor mobilidade, e também que as solugdes aquosas desta
ciclodextrina sio mais viscosas, portanto ha maior resisténcia a que flua. Este efeito de
aumento relativo de viscosidade é muito mais acentuado a 310,15 K, justificando a
diminui¢io pronunciada no valor de D" encontrado. Este resultado parece indicar que hé
uma maior presenca de moléculas de agua na esfera de hidratagio da HP-F-CD a esta
temperatura, com o consequente aumento de volume desta entidade, que difundiria num
meio menos estruturado (por efeito de uma maior agitacao térmica molecular), mas sem
dispor de “espacos livres” suficientes na estrutura de tamanho adequando ao volume da
ciclodextrina substituida e hidratada. Através da aplicacaio da equagdo de Stokes-Einstein
(equagdo 6.1.2) estimaram-se os valores dos raios hidrodinamicos para a molécula de HP-f-
CD aquosa, tendo-se encontrado valores de 7 (298,15 K)= 0,76 nm e r (310,15 K)= 0,80 nm,
valores superiores aos da f-CD aquosa, tal como para os volumes hidrodinamicos molares,
com valores de 1115 ecm’mol” a 298,15 K e de 1317 cm’mol”’ a 310,15 K, e portanto

confirmando que existe uma maior hidratacdo para estas moléculas.

4.2. Influéncia das ciclodextrinas nas propriedades fisico-quimicas das metilxantinas

em solugio aquosa
A complexa¢io de farmacos com solutos macromoleculares, como ¢é o caso das

ciclodextrinas, no sentido de obter a sua eficacia terapéutica maxima, ¢ um tema cuja

investigacdo ¢ vasta. No entanto, apesar de ser conhecido que as ciclodextrinas permitem
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modificar as propriedades fisico-quimicas de um farmaco, proporcionando o aumento da sua
solubilidade e biodisponibilidade, poucos estudos caracterizam de que forma acontece essa
alteragao. Dado que os derivados das xantinas do nosso estudo, a cafeina e a teofilina, sao
ambos compostos com baixa solubilidade em 4agua e com efeitos secundarios indesejavelis,
que reduzem significativamente o seu potencial como agentes terapcuticos, ¢ importante
saber de que forma ocorre a modulagio das suas propriedades em presenca das
ciclodextrinas e determinar se estes sistemas podem ter interesse como sistemas de libertagao
controlada de farmaco. Os dados experimentais obtidos neste capitulo tém por objetivo
estudar o efeito da adigao de f-ciclodextrina e hidroxipropil-f-ciclodextrina nas propriedades
das solugGes aquosas de cafeina e teofilina. A formac¢do de complexos entre estes compostos
foi estudada por varios investigadores, mediante diferentes técnicas experimentais [109-115],
e obtidas as constantes de associagao a 298,15 K (tabela 7.1- capitulo 7). No entanto, nio foi
possivel encontrar informagdo na literatura cientifica sobre a existencia de interagio a
temperatura fisioldgica, o que se revela de fundamental importancia principalmente devido as

extensas aplicacoes farmacéuticas destes compostos.
¢

Relativamente aos dados ja publicados verificamos que, muitas vezes, as constantes de
associacao apresentam valores dispares, dependendo quer do método experimental quer do
solvente utilizado. Por exemplo, um ensaio de solubilidade é normalmente feito com
solucoes saturadas de farmaco, enquanto as medidas espectroscopicas geralmente sao
realizadas em solu¢des muito diluidas, apesar de teoricamente uma constante de equilibrio
nao ser afetada pelo valor da concentragao. E frequentemente aceite que, em solugao aquosa,
as ciclodextrinas formam complexos de inclusao, nos quais as moléculas de agua da cavidade
sao substituidas por moléculas hospede (total ou parcialmente incluidas) com caracter
hidrofébico. No entanto, os grupos hidroxilo exteriores da molécula de ciclodextrina podem
formar ligagbes com outras moléculas ou até mesmo com moléculas de ciclodextrina
contiguas. Loftsson ez al. [28-29] propuseram que em solugdo aquosa saturada podem
coexistir complexos ciclodextrina-farmaco de inclusao e de nao inclusao e que isto poderia
explicar porque o valor da constante de equilibrio ¢, as vezes, dependente da concentragao e
dependente do método aplicado na sua determinagao. Apesar da intensa investiga¢ao neste
campo, ha uma 4rea para a qual poucos estudos se direcionaram, a modula¢ao das
propriedades da molécula héspede a temperatura fisiolégica. Ainda que o espectavel seja que
o aumento de temperatura provoque enfraquecimento das interagbes entre ciclodextrina e
molécula héspede é importante conhecer se a temperatura fisiolégica ha formagao de

complexos e em que medida o ambiente circundante influencia a sua formagao. Além disso,
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¢ também importante entender se a temperatura tem o mesmo efeito sobre a associagao dos
farmacos com diferentes ciclodextrinas. Neste sentido é feita uma abordagem menos
convencional a estes sistemas e, para analisar o tipo de interagdes ocorrentes em solu¢ao, sao
medidas propriedades termodinamicas e de transporte e, a partir dos vqlores exibidos por

estas, estimadas as constantes de associa¢ao e as dimensdes das espécies em solu¢ao.

4.2.1. Caracterizagao das interagbes entre as ciclodextrinas e a cafeina em solugao

aquosa

Assumindo que entre uma molécula de ciclodextrina e uma molécula de cafeina em
solu¢ao aquosa pode ocorrer associagdao, dando origem a um complexo 1:1, que pode ser ou

nao de inclusao, e que o processo de associacao vem dado por
K
CD + Caf < CD-Caf

onde CD representa a ciclodextrina, Caf a cafeina e K a correspondente constante de
equilibrio, as variagdes nos valores desta ultima serdo consequencia das alteragoes ocorrentes
no meio, devidas a associacio dos solutos. Dessa forma, a analise das alteracdes das
propriedades fisico-quimicas da solug¢do, como consequéncia da interacgdo entre os solutos,

podem funcionar como um meio alternativo de quantificar a constante de equilibrio.

Em misturas ternarias, ou seja, ciclodextrina + hodspede + agua, o volume molar
aparente, medido para cada componente pode expressar-se em termos dos volumes de todas
as espécies presentes em solugdo, livres e associadas. Segundo o modelo de Terekhova ez 4.
seria possivel desta forma obter a fracio de cada espécie associada e, relacionando-a com a
molalidade da solugao (equagoes 2.1.4 a 2.1.7), obter a constante de equilibrio da referida

associacao.

A partir dos valores de densidade determinados para solugcdes aquosas de cafeina em
presenca de diferentes concentragdes de cada uma das ciclodextrinas (tabelas 7.2 e 7.3-
capitulo 7) determinaram-se, numa primeira parte, os volumes molares parciais a
concentragdo infinitesimal e compararam-se com o respetivo valor em agua (equacao 7.3 -
capitulo 7), obtendo-se assim os volumes molares parciais de transferéncia da agua para um
solvente misto (Tabela 4A). A concentracao infinitesimal, as intera¢oes entre as moléculas de
soluto desvanecem-se e os volumes de transferéncia observados sao unicamente resultado
das interagoes entre as moléculas de soluto e solvente. Se considerarmos a mistura agua+

ciclodextrina um solvente misto, entdo a informacdo facultada pelos valores dos volumes
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molares parciais de transferéncia sera relativamente ao tipo de interagdo entre as moléculas

de cafeina e de ciclodextrina.

.. 0 [ A : 0
Tabela 4A: Volumes molares patciais, @, ¢ volumes molares parciais de transferéncia, Ag, ,

para solucdes aquosas de cafeina em presenca de ciclodextrinas,

2 298,15 K e 310,15 K

103 mp.co ¢\9 Aﬁ? 103 mrpp.co ¢\9 A¢\?
/(mol kg™") /(cm3 mol!)  /(cm3 molt) /(mol kg1) /(cm3 mol!)  /(cm3 mol)
T =298,15 K

0,000000 143,5 (£ 0,6)

0,465996 150,4 (+ 1,8) 6,95 0,417997 139,1 (+ 2,8) 4,40
0,931992 148,0 (£ 0,8) 4,51 0,835994 1422 (£ 1,3) -1,30
3,70056 139,5 (£ 3,1) -3,98 3,34398 145,5 (= 1,0) 2,04
7,26405 131,9 (£ 1,6) 11,60 6,68795 146,6 (£ 0.,8) 3,07
9,18286 118,9 (£ 0,5) -24,62 8,35994 149,7 (£ 1,5) 6,21

T=310,15K

0,000000 148,5 (* 0,6)

0,465996 165,3 (£ 7,1) 16,83 0,417997 158,9 (= 4,2) 10,44
0,931992 161,1 (£ 6,5) 12,60 0,835994 1574 (£ 1,7) 8,92
3,70056 150,5 (+ 3,2) 2,02 3,34398 152,6 (+ 1,5) 416
7,26405 1423 (£ 2,0) -6,18 6,68795 148,8 (= 1,4) 0,30
9,18286 136,4 (£ 1,8) -12,04 8,35994 144,0 (£ 0,4) -4,46

Nota: corresponde a tabela 7.4 no texto principal- capitulo 7; os valores entre paréntesis correspondem aos

desvios padrio das medidas

. . A . 0 . .. .
Verifica-se a existéncia de valores de Ag@, predominantemente positivos a baixas

concentragoes de ciclodextrina, e que diminuem com o aumento da concentragdo das

ciclodextrinas, tornando-se negativos, a ambas temperaturas. A exce¢ao ocorre para a cafeina
em presenca de HP-A-CD, unicamente a 298,15 K, cujos valores de Aﬁ? apresentam

comportamento OpOStO.

Devido a cavidade hidrofébica, as moléculas de ciclodextrina oferecem a molécula de
cafeina um ambiente adequado para que ocorra interagdo e se formem complexos de
inclusdo. O facto de o exterior das ciclodextrinas ser compativel com a dgua permite que
ocorram interacdes por pontes de hidrogénio coesivas, evitando a auto-associagao da cafeina
e levando ao predominio de intera¢oes entre os dois solutos e consequentemente a uma
diminui¢dao do volume neto. Quando aumenta a temperatura, produzem-se espagos livres no
meio ordenado do solvente, resultando num melhor ajuste dos complexos estruturados, e

diminui a contribuicdo da interacdo predominantemente hidrofédbica cafeina-ciclodextrina,
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aumentando o volume molar parcial.

As alteragées de volume que sofre um soluto quando é transferido da agua para um
solvente misto podem ser explicadas através do modelo de sobreposicao de esferas de
hidratagao de Friedman e Krishnan [116], segundo o qual o efeito de sobreposi¢ao de esferas
de hidratacao ¢ destrutivo. A sobreposicao das esferas de hidratagdo de duas espécies i6nicas
resulta num aumento de volume, enquanto a sobreposi¢ao das esferas de hidratacio de dois
grupos hidrofébicos ou de um grupo hidrofébico e um grupo iénico contribui de forma

negativa para o volume.

Uma analise do tipo de interagdes passiveis de ocorrer entre as moléculas de cafeina e as
moléculas de ciclodextrina em solugao aquosa, permite classifica-las em diferentes grupos

[117]:

1- interacbes do tipo hidrofilico-idénico entre grupos OH das moléculas de ciclodextrina e

centros carregados da molécula de cafeina (C=0O ou N);

2- interagoes do tipo hidrofilico - hidrofilico entre grupos OH das moléculas de
ciclodextrina e o grupo C=0O da molécula de cafeina, mediadas através de pontes de
hidrogénio;

3- interagdes do tipo hidrofilico - hidrofébico entre grupos OH das moléculas de

ciclodextrina e grupos apolares da molécula de cafeina (-CHy);

4-  interagoes do tipo hidrofébico - hidrofébico entre grupos das moléculas de ciclodextrina

(-CH,-) e grupos apolares da molécula de cafeina (-CH;).

A intera¢ao do tipo 1 contribui de forma positiva para o volume, pois a sobreposi¢ao da
esfera de hidratacao do ido (>CO e >N) e do grupo hidrofilico OH conduz a uma
diminui¢do da tendéncia desorganizadora de estrutura e a uma redugdo da eletrostricdo da
agua causada por estes i0es. A interac¢ao do tipo 2 contribui também de forma positiva, dado
que a sobreposicao da esfera de hidratacio de grupos OH conduz a um aumento da
magnitude da interagao por pontes de hidrogénio. Ja a interacao do tipo 3 entre grupos OH
da ciclodextrina e grupos apolares da molécula de cafeina (-CH;) conduz a uma diminui¢ao

do volume, assim como a intera¢io do tipo 4.

Volumes tendencialmente mais negativos como os observados na tabela 4A sugerem
que, em solugdes ternarias, as interacdes do tipo hidrofilico-hidrofébico ou entre grupos
hidrofébicos predominam sobre as do tipo hidrofilico-iénico ou entre grupos hidrofilicos. A

unica excegao acontece para o caso da cafeina em presenca de HP--CD, a 298,15 K, onde
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parece existir una predominancia das interagdes do tipo 1 e 2, j4 que com o aumento da

concentragao desta ciclodextrina em solu¢ao os volumes se tornam cada vez mais positivos.

Realmente, ¢ assumido que a contribui¢ao mais importante a termodinamica do processo
de complexagao das ciclodextrinas [118] provém maioritariamente da penetracao da parte
hidrofébica da molécula hospede na cavidade da ciclodextrina e, em menor medida, da
desidratagdo do composto. A ocorréncia de pontes de hidrogénio, se possiveis, pode
funcionar como um terceiro fator com efeito estabilizador do complexo. A libertagdo de
moléculas de 4agua e as alteracGes conformacionais posteriores a entrada da molécula héspede

podem também contribuir para a complexagao.

Dado que todos estes tipos de interac¢oes influem sobre o volume molar dos compostos
em solucao e, dado que as alteragdoes que derivam de estas se podem quantificar, podem

obter-se os valores das constantes de associagao para estes sistemas moleculares. A resolugao
analitica da equagdo 2.1.7, através do método de minimos quadrados, permite obter @,
(volume molar aparente) para cada um dos componentes, assim como o valor de K

(constante de estabilidade) e de ¢, ., o volume molar aparente da espécie complexada (tabela

4B).

Tabela 4B: Propriedades termodinamicas do processo de complexacgao das
ciclodextrinas com a cafeina, a 298,15 e 310,15 K

K Q/,cCaf Aﬁ/,cCaf ﬁ/vCCD Aa/!CCD

/ (kg mol") /(cm3 mol) /(cm3 mol) /(cm3 mol-) /(cm? mol-)

298,15 K
B-CD 47,89 1230 (+3,1) -19,50 668,2 (+ 7,3) -38,07
HP-4-CD 1879 1453 (£ 0,1) 2,77 875,1 (+ 1,8) 6,71
310,15 K
B-CD 2515 304 (£ 298) -16,40 655,5 (* 3,8) -62,57
HP-4-CD - 1447 (+ 0,4) -1,98 882,3 (+ 0,1) 0,84

Nota: corresponde a tabela 7.5 no texto principal- capitulo 7; os valores entre paréntesis correspondem aos

desvios padrio das medidas

Uma inspecao detalhada da tabela 4B revela que a associagao de ambas as ciclodextrinas
com a cafeina se caracteriza por constantes de estabilidade cujos valores estao proximos dos
seus correspondentes na literatura a 298,15 K (tabela 7.1 - capitulo 7), para estudos realizados

em condi¢oes analogas, ou seja, em solucdao aquosa. Ainda assim, para a cafeina em presenca
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de HP-4-CD os resultados coincidem inclusivamente em condi¢oes distintas de pH. Tendo
em conta que os fluidos bioldgicos tém distintos pHs em diferentes locais do organismo (por
exemplo no estomago pH=2 e no sangue pH=7,4), ¢ interessante assinalar que, em principio,
este fator ndo influencia significativamente a constante de estabilidade e, portanto, os
resultados sao validos como aproximacio as condi¢oes fisioldgicas (esta hipotese sera
confirmada mais tarde). O aumento da temperatura conduz, tal como esperado, a uma
diminui¢do da constante de estabilidade de associagao cafeina-ciclodextrina. Para a HP- g-CD
nao se verificam alteragées de volume a 310,15 K que deém a indicag¢do de que esteja a

ocorrer associagao, ou esta ocorre de forma insuficiente para permitir a sua quantificagao.

Geralmente, quanto mais forte é a estabilidade do complexo menor é a variagdo de
volume associada a sua formacdo (equagdao 7.9-capitulo 7). A molécula de cafeina sofre
alteragoes de volume, resultantes do processo de associa¢ao, maiores em presenca de f-CD
que em presenca de HP-4-CD. Estas alteracdes podem dever-se a substitui¢io parcial dos
grupos hidroxilo por grupos hidroxipropilo, em redor da cavidade dos macrociclos, alterando
a sua afinidade pela molécula de cafeina e indicando que a associagdo cafeina-ciclodextrina
nao ¢ unicamente devida a interacbes com o interior da cavidade, como observado

anteriormente através da andlise dos volumes molares parciais de transferéncia.

Aplicando o mesmo modelo na analise da variagio do volume da cafeina no caso da

formagao de complexos, Ad, ., pata o caso do sistema cafeina-5-CD, os valores podem

interpretar-se tendo em conta a reorganizacao das moléculas de solvente quando ocorre
formagao de complexo, ou seja, a substituicio das moléculas de agua por uma molécula de
cafeina gera uma variagdo de volume positiva [119-121]. Adicionalmente a formagao do
complexo é acompanhada de uma destruicao parcial das esferas de hidratacao dos dois
solutos, seguida de reestruturagdo, devida predominantemente a sobreposi¢cio de grupos

hidréfobos, e produzindo uma diminui¢ao do volume [116] que pode ainda ser dilatada pela

formagio de pontes de hidrogénio [122]. O sinal de Ag, , resulta do predominio de uma

contribuiciao sobre outra, neste caso, claramente hidrofébica. Quando a cafeina se encontra
em presenca de HP-6-CD as alteragdes de volume sao mais pequenas e positivas, indicando
predominancia de interagoes do tipo 1 e 2 (tipo hidrofilico). Aicart ez al. [113] realizaram
simula¢gdes de mecanica molecular dos complexos de inclusdo para este sistema, através do
programa Hiperchem v.5.1, e obtiveram geometrias que evidenciam que a unidade estrutural
do anel de purina da cafeina permanece na entrada da cavidade da ciclodextrina, deixando

expostos a0 meio exterior os grupos metilo e C=0, sendo que estes ultimos seriam os
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responsaveis pelo estabelecimento de interagoes de caracter hidrofilico que resultam num

aumento de volume.

A investigacdo no que se refere as viscosidades das solu¢des aquosas de cafeina em
presenca de ciclodextrina pode igualmente revelar que tipo de interagdes ocorrem em
solu¢do, maioritariamente através da analise do coeficiente B da equagdo de Jones-Dole (eq.
2.2.1), proporcionando informagao quer a nivel da solvatagao dos solutos, quer a nivel da sua
influéncia sobre a estrutura do solvente em redor das moléculas do soluto. Foram feitas as
determinagdes das viscosidades das solugoes aquosas de cafeina em presenca de f-CD e HP-
p-CD (tabelas 7.6 e 7.7-capitulo 7) a diferentes concentragoes e a 298,15 K e 310,15 K, e
determinados os coeficientes B de Jones-Dole de transferéncia da agua (tabela 7.8-capitulo 7)
para diferentes solugdes aquosas de ciclodextrina (equagao 7.10)[123]. A tabela 4C apresenta

os valores destes parametros.

Tabela 4C: Cocficientes .4 e B da equacido de Jones-Dole e coeficientes de viscosidade
de transferéncia AB das solugdes aquosas de cafeina em presenca de ciclodextrinas,

229815 ¢ 310,15 K

103 mp.cp A/ B/ AB /) 103 mp s A/ B/ AB/
/(mol-dm-3) (dm?¥2:mol1/2) (dm3-mol?) (dm3 mol?) (mol-dm3) (dm3/2:mol1/2) (dm?* mol!) (dm? mol?)

T=29815K

0,000000 -0,004, 0,3105

0,465996 0,001 0,429 0,119 0,417997

0,931992 0,030 0,438 0,127 0,835994 0,027 0,428 0,118

3,70056 0,033 0,638 0,328 3,34398 0,062 0,499 0,188

7,26405 0,034 0,775 0,464 6,68795 0,093 0,629 0,319

9,18286 0,035 1,079 0,768 8,35994 0,151 0,741 0,431
T=310,15K

0,000000 -0,003; 1,035

0,465996 0,004 0,296 -0,742 0,417997

0,931992 -0,001 0,440 -0,598 0,835994 0,018 0,470 -0,568

3,70056 -0,003 0,507 -0,531 3,34398 0,044 0,937 -0,101

7,26405 -0,003 0,500 -0,538 6,68795 0,081 0,976 -0,062

9,18286 -0,003 0,525 -0,513 8,35994 0,085 1,19 0,153

Nota: corresponde a tabela 7.8 no texto principal- capitulo 7;
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Os valores do coeficiente B da equagdao de Jones-Dole para a cafeina nos sistemas
estudados sdo positivos e aumentam com o aumento de concentragao de ciclodextrina em
solucao. Pode portanto concluir-se que ha fortes interac¢des soluto-solvente-co-solvente que
sa0 tanto mais importantes, quanto maior o teor de ciclodextrina na solugao. Assumindo que
o coeficiente B proporciona informacio relativamente as interacgées que ocorrem entre as
moléculas do soluto e do solvente (neste caso, um solvente misto), resultando numa maior
ou menor estrutura¢ao da solucdo de [62], entdo nestas solugoes a cafeina comporta-se como
um electrélito promotor de estrutura, a ambas as temperaturas. Além disso, como
mencionado anteriormente, quanto maior ¢ a quantidade de ciclodextrina mais estruturadas

se encontram as solugoes, ou seja maior o numero de ligagoes entre as moléculas presentes.

Os valores apresentados pelos coeficientes B de viscosidade de transferéncia para a
cafeina, da agua para o solvente misto, vém confirmar os resultados discutidos anteriormente
com base nos resultados dos volumes molares aparentes, de que a presenca de moléculas de
ciclodextrina em solugdo oferece a cafeina um ambiente adequado a formagao de complexos
(que podem ou nao ser de inclusdo), e que a interagao entre estas moléculas predomina sobre
a auto-associagdo das moléculas de cafeina. Quando aumenta a temperatura estas interagoes

s20 mais fracas.

Tendo em mente que a difusio é umas das principais formas de movimento de
substancias entre as células ¢ um dos modos essenciais de um farmaco atravessar a
membrana celular, é importante conhecer de que forma esta propriedade pode ser afetada
pela presenca das ciclodextrinas e que efeito tem a temperatura. O interesse do estudo das
propriedades de difusao de sistemas ternarios que abarcam uma molécula de ciclodextrina e
uma molécula héspede (em solugao aquosa) esta relacionado com a possibilidade de obter,
sob algumas suposi¢des razoaveis, a constante de equilibrio do processo de inclusiao através
dos quatro coeficientes de difusdo experimentais. Aplicando moledos tedricos ¢é possivel

estimar esta constante assim como coeficiente de difusio da espécie complexada [71-74].

As medidas dos coeficientes de difusao mutua das solu¢es aquosas de cafeina em
presenca de S-CD e de HP-F-CD [124-126] (tabelas 7.9 e 7.10- capitulo 7), efetuadas
mediante o uso da técnica de dispersio de Taylor, permitiram obter os coeficientes de
difusao D,, D,, D,, vy D,, que descrevem estes sistemas as temperaturas de 298,15 K e

310,15 K.

Os coeficientes de difusdao principais, D,, e D,,, proporcionam os fluxos molares dos

componentes ciclodextrina (1) e cafeina (2) provocados pelo seu proprio gradiente de
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concentragao. Os coeficientes de difusio secundarios D,, e D, proporcionam os fluxos
molares acoplados de cada soluto induzidos pelo gradiente de concentragdao do outro soluto.
Estes ultimos devem ser zero, a concentragao infinitesimal mas, para solutos que interagem
como é o caso, e a concentracOes finitas, os seus valores diferentes de zero podem
proporcionar informagao sobre a influéncia destes solutos macromoleculares sobre a difusiao

da cafeina.

Para o caso do sistema f-CD (1) + cafeina (2) (tabela 7.9-capitulo 7), os coeficientes de
difusdo principais apresentam valores inferiores aos seus correspondentes binarios, medidos
pela mesma técnica experimental (desvios inferiores a 3% ambas as temperaturas). A adi¢ao
de cafefna tem pouco efeito sobre D, para a f-CD, mas a adi¢do desta ultima tem efeito
consideravel sobre o D,, da cafeina. A associacio de moléculas de cafeina com a
ciclodextrina em solugao, através da eventual formacao de complexos de inclusao, como
evidenciado pelos resultados experimentais anteriores e pelas constantes observadas na
bibliografia, resultaria numa menor mobilidade das moléculas de cafeina e consequentemente
num decréscimo em D,,. O facto de este efeito ser menos acentuado em D,; que em D,,
pode dever-se a semelhanca entre as mobilidades da ciclodextrina livre e dos agregados p-
CD-cafeina. Relativamente aos coeficientes de difusio secundarios, estes podem ser
utilizados para estimar o transporte acoplado de solutos, através das relacoes D,,/D,, e
D,,/D,,, obsetvando-se que uma mole de f-CD difundente co-transporta continuamente
cerca de 0,05 moles de cafeina, e que este valor aumenta até 0,13 mol quando aumenta a
temperatura, ¢ que uma mole de cafefna difundente transporta em sentido contrario ao seu
gradiente de concentracio um maximo de 0,01 moles de g-CD a 298,15 K mas a 310,15 K
nao se observa uma tendéncia definida (os valores de D,, sdo pequenos e proéximos ao erro

experimental).

Ja para o sistema HP-g-CD (1) + cafeina (2) (tabela 7.10-capitulo 7), podemos verificar
uma influéncia distinta por efeito da presenca desta ciclodextrina. A 298,15 K observa-se um
decréscimo nos coeficientes de difusao principais entre 5 a 8% relativamente aos
correspondentes binarios. A 310,15 K, o coeficiente D,, para a HP-6-CD, nio parece ser
influenciado quer pela presenca de cafeina quer pelos gradientes de concentracao de qualquer
das espécies. Contrariamente, os valores de D,, sao muito inferiores ao coeficiente de difusao
binario previamente medido (desvios entre 3 e 15 %) e bastante inferiores (entre 3 e 12%)
que os obtidos em presenca de f-CD. Para uma determinada concentragao de HP-4-CD a
diminuicio é mais pronunciada com o aumento da cafeina. Também aqui podemos

encontrar evidéncias de que algumas moléculas de cafeina e HP-f-CD podem existir em
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solu¢do como complexos, com ou sem inclusao, e que esta interagdo se produz mais
profusamente que no caso da §-CD. Além disso, observando os coeficientes secundarios D,,
e D,,, podemos observar um aumento nos seus valores que nao pode ser desprezado, dentro
da precisio deste método, relativamente aos apresentados pelo sistema f-CD (1) + cafeina
(2). Ambos os solutos geram fluxos acoplados do outro componente em solugio e, para o
intervalo de concentra¢des estudado, uma mole de HP-4-CD difundente transporta, a favor
do seu gradiente de concentra¢ao, um maximo de 0,2 moles de cafeina, transporte esse que
aumenta até aos 0,28 mol a 310,15 K. Jd4 uma mole de cafeina difundente a 298,15 K pode
transportar, em sentido contrario ao do seu gradiente de concentragdao, aproximadamente
0,03 moles de HP--CD e a 310,15 K um maximo de 0,09 moles de HP-5-CD a favor do seu

gradiente de concentragao.

Utilizando estes valores para quantificar as interacGes ocorrentes entre os solutos em
solugdo, com suporte de modelos teoricos, obtiveram-se as constantes de equilfbrio e os
coeficientes de difusio das espécies associadas (complexos) em solugao aquosa que se

apresentam nas tabelas 4D e 4E.

Tabela 4D: Valores de K e D;; estimados a partir dos coeficientes de difusdo ternarios

das solu¢oes aquosas de cafeina em presenga de f-ciclodextrina, a 298,15 e 310,15 K

¢ D D27 Dss” K
Jmol-dm?) /109 (@m2s?)  /10°(m2sY)  /10°(m2sh)  /(dmdmolY)
T=298,15 K
0,002 0,737
0,005 0,317 0,724 0305 (£ 0,016) 43 (+ 5,)
0,010 0,69

T=310,15 K
0,002 0,999
0,005 0,436 0,949 0,430 (= 0,018) 23 (= 2)1)
0,010 0,915

Nota: corresponde a tabela 7.11 no texto principal- capitulo 7, os dados apresentados sdo os correspondentes a

uma concentra¢ao constante de f-CD 10 mM

Os valores das constantes de equilibrio obtidos pela aplicagio do modelo teérico de
Paduano e al. [71-74] sao bastante proximos, quer aos encontrados na literatura para estes
sistemas, quer aos anteriormente estimados através da utilizagdo de medidas volumétricas,

apesar de as considera¢oes do modelo de difusio nao contemplarem a inclusao dos termos
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secundarios D). Este pode ser o motivo pelo qual as constantes de equilibrio obtidas por

este meio apresentam valores inferiores.

Tabela 4E: Valores de K e D;; estimados a partir dos coeficientes de difusio ternarios
das solugoes aquosas de cafeina em presenca de hidroxipropil-g-ciclodextrina,
2 298,15 ¢ 310,15 K.
) Dy~ D" Dj;5* K
[@ol-dm®) /109 (@m¥s) /109 @ms) /109 @m¥s) /(dmimol)

T=298,15 K
0,002 0,735
0,005 0,307 0,723 0,300 (£ 0,013) 85 (£ 8,6)
0,010 0,688
T=310,15 K
0,002 0,979
0,005 0,406 0,930 0,395 (+ 0,018) 20 (1,0)
0,010 0,896

Nota: corresponde a tabela 7.12 no texto principal- capitulo 7; os dados apresentados sio os

correspondentes a uma concentra¢io constante de HP-4-CD 10 mM

Os valores dos coeficientes de difusio da espécie associada, D;; , sio muito préximos aos
da molécula de ciclodextrina, D, para ambas as ciclodextrinas deste estudo, o que evidencia
que a molécula de cafeina esta total ou parcialmente incluida na cavidade da ciclodextrina,
hipétese ja avangada anteriormente, portanto as dimensoes das espécies difundentes,
ciclodextrina ou ciclodextrina-cafeina sao muito semelhantes. Para o caso da HP-f-CD-
cafeina a 310,15 K foi possivel estimar o valor de K através das medidas de difusao, ainda
que o valor de Dj; apresente ja algum desvio relativamente 2o da ciclodextrina livre, o que
poderia indicar existéncia de algum tipo de interacOes exteriores entre moléculas de

ciclodextrina e cafeina e nao a sua inclusao na cavidade.

4.2.2. Caracterizagdo das interagdes entre as ciclodextrinas e a teofilina em solugao

aquosa

A interacao entre a teofilina e as moléculas de ciclodextrina do nosso estudo, f-CD e HP-
f-CD é um ponto sobre o qual existe bastante desacordo na literatura. Nos varios estudos
disponiveis [109, 114-115, 127-128] todos os autores concordam que ocotre associagao entre

as moléculas de teofilina e as moléculas de f-CD, mas o valor da constante de equilibrio que
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descreve esta associa¢do e a razao de moléculas que se associam sao discordantes. Ammar e/
al. [128] propéem a formacido dum complexo cuja estequiometria é do tipo 2:1; a grande
maioria assume que a associagao ocorre por um mecanismo 1:1. Tendo em conta a analogia
de estruturas entre a cafeina e a teofilina, o tipo de interagdes que podem ocorrer serd similar.
Foi adotada para este estudo a propor¢ao 1:1 assumida pela maioria dos autores e seguidas as

linhas de analise ja descritas anteriormente para o sistema ciclodextrina+ cafeina.

A anilise dos volumes molares aparentes a concentragio infinitesimal, @, para a
teofilina em presenca das duas ciclodextrinas assim como dos volumes molares parciais de
transferéncia Ad, desde dgua para solucdes aquosas de ciclodextrina apresentada na tabela
4F, revelou que os valores de Ad sio predominantemente negativos e diminuem ainda

mais com o aumento da concentragdo das ciclodextrinas, a ambas as temperaturas. O efeito é

mais acentuado para a teofilina em presenca de HP-4-CD.

.. 0 .. N
Tabla 4F: Volumes molares parciais, ¢, , e volumes molares parciais de transferéncia,

A, para solucdes aquosas de teofilina em presenca de ciclodextrinas,

2298,15 K e 310,15 K

103 726-CD ¢\? Aﬁ? 103 ZHP-5-CD ¢\? Aﬁ?
/(mol kg) /(cm3 mol!)  /(cm3 mol) /(mol kg) /(cm3 mol!)  /(cm3 mol)
T=298,15K

0.000000 1432 (£ 0.7)

0.439680 136.8 ( + 2.4) -6.33 04196690 135.6 (* 3.5) -7.57
0.878307 130.4 (+ 2.7) -12.75 0.8393380  130.9 (* 1.5) 12.21
3.527304 1229 (£2.9) -20.25 3.357352 1253 (£ 3.0 -17.86
7.054608  119.87 (£ 1.7) -23.40 6.714704 123.5 (+ 2.9) -19.67
8.818260 1155 (£ 1.8) -27.62 8.393380 120.4 (£ 2.3) -22.77

T = 310,15 K

0.000000 1459 (£ 0.9)

0.439680 136.5 (£ 2.5) -9.48 0.4196690 131.0 (£ 4.2) -14.90
0.878307 130.6 (£ 2.5) -15.34 0.8393380 1251 (£ 1.9) -20.84
3.527304 126.9 (£ 1.6) -17.04 3.357352 1224 (£ 2.6) -23.52
7.054608 1244 (£ 1.4 -21.51 6.714704 119.8 (£ 2.6) -26.10
8.818260 119.2 (£ 1.8) -26.76 8.393380 119.4 (£ 2.4) -26.55

Nota: corresponde a tabela 7.15 no texto principal- capitulo 7; os valores entre paréntesis correspondem

aos desvios padrio das medidas
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Considerando os tipos de interagoes (1-4) descritas acima para o caso da interacio da
cafeina com as ciclodextrinas igualmente validos se a molécula em estudo for a teofilina, dada
a sua analogia de estruturas, verificam-se variacOes de volume cada vez mais negativas,
indicando que em misturas ternarias em presenca de ciclodextrina as intera¢oes hidrofébicas
sao as predominantes. As variagdes de volume sio praticamente da mesma amplitude, pelo
que a inclusdo pode ter caracter nio especifico, ou seja, nao sensivel a substituicao dos
grupos hidroxilo pelos grupos hidroxipropilo. A quantifica¢do das interagdes que ocorrem

em solugdo, feita com recurso ao modelo anteriormente aplicado para o caso da cafeina,

permitiu-nos obter os valores de Ke de ¢, . para estes sistemas (tabela 7.16- capitulo 7).

Tabela 4G: Propriedades termodinamicas do processo de complexag¢ao das ciclodextrinas

com a teofilina a 298,15 ¢ 310,15 K

K ﬁ/,cTeof A¢V,cTeof ﬂ/,CCD Aﬂ/,cCD

/ (kg mol) /(cm? mol?) /(cm3 mol?) /(cm3 mol?) /(cm3 mol?)

298,15 K
B-CD 30,53 115,6 (% 0,5) 2487 506,4 (+43,1)  -109,82
HP-8-CD 78,71  121,3 (% 0,5) 19,17 813,5(*£183)  -51,22
310,15 K
B-CD 16,56 1229 (£0,3) 20,31 568,7 (£78,2)  -149,38
HP-8-CD 4847  119,7 (£ 0,6) 23,56 787,9 (% 66,3) 93,64

Nota: corresponde a tabela 7.16 no texto principal- capitulo 7

A partir dos dados recolhidos na tabela 4G pode confirmar-se que ocorre associagao
entre as moléculas de teofilina e as moléculas de ciclodextrina em solugdo aquosa.
Obtiveram-se valores para as constantes de associagio distintos dos da literatura em
condi¢cbes analogas, ou seja, as medidas calorimétricas para o sistema [-CD-teofilina
apontariam para uma constante de estabilidade de K= 2 kg mol " e para a nio ocorréncia de
associagao para o sistema HP-f-CD-teofilina. Novamente é na presenca de HP-5-CD que se
observam valores para as constantes de associacao mais elevados, permitindo-nos corrigir a
suposi¢ao anterior da existéncia de associagao nao especifica. O processo de associagdao gera
uma diminuicio de volume em ambas ciclodextrina e teofilina associadas, em geral

inversamente proporcional ao valor da constante de associagao.
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Relativamente a viscosidade, foram feitos estudos de solug¢oes aquosas de teofilina em
presenca de concentracdo constante de ciclodextrina (tabelas 7.17 e 7.18), de maneira a
avaliar as alteracOes ocorrentes num soluto dissolvido num solvente misto relativamente a
uma solu¢ao aquosa e os resultados avaliados com recurso a equagao de Jones-Dole, pelos
parametros A e B e pelo coeficiente B de viscosidade de transferéncia que se indicam na

tabela 4H.

Tabela 4H: Cocficientes .4 e B da equagao de Jones-Dole e coeficientes de viscosidade
B de transferéncia para as solu¢bes aquosas de teofilina em presenca de ciclodextrina, a

298,15 e 310,15 K

103 mp.cp A/ B/ AB /103 mmppcp A/ B/ 4B/
/(mol-dm-3) (dm3/2:mol1/2) (dm3 mol!) (dm3 mol!) (mol-dm?3) (dm3/2:mol1/2) (dm3-mol') (dm3 mol1)
T=29815K

0,000000 -0,012 0,3094 0 0,000000 0

0,878307 -0,005 0,689 0,380 0,839338 0,003 0,535 0,226
3,527304 0,014 0,707 0,398 3,357352 0,059 0,800 0,491
7,054608 0,018 0,894 0,585 6,714704 0,087 0,862 0,553
8,818260 0,049 0,923 0,613 8,393380 0,127 0,935 0,626

T =310,15K

0,000000 -0,021 1,028 0 0,000000 0

0,878307 -0,019 0,538 -0,490  0,839338 0,043 0,545 -0,483
3,527304 -0,017 0,626 -0,402  3,357352 0,054 0,942 -0,086
7,054608 -0,020 0,647 -0,382  6,714704 0,073 1,110 0,082
8,818260 -0,023 0,652 -0,376  8,393380 0,098 1,284 0,256

Nota: corresponde a tabela 7.19 no texto principal- capitulo 7

Para o caso da teofilina os efeitos observados sobre os coeficientes .4 e B da equacao de
Jones-Dole, provenientes da presenca de ciclodextrina, sio semelhantes aos da cafeina, o
que, tal como previsto pelos valores dos volumes molares aparentes (figuras 7.4 e 7.5). Este
facto indica que a interacdo entre estas moléculas (soluto-solvente-ciclodextrina) predomina
sobre a auto-associagao da teofilina, aumentando a medida que a maior quantidade de
ciclodextrina ¢ introduzida em solucdo, e traduzindo-se num aumento de estrutura da
solucao, ou seja, em maior numero de ligacGes entre as moléculas. Quando aumenta a

temperatura estas interagdes sao mais fracas.
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A analise dos dados obtidos para os coeficientes de difusio dos sistemas ciclodextrina +
teofilina, D,,, D,,, D,, e D,, a 298,15 K [129] e 310,15 K, (tabelas 7.20 e 7.21- capitulo 7)
permitiu-nos quantificar a associagdo entre estes solutos. Estas determinagdes foram
realizadas através do método de dispersaio de Taylor instalado em dois laboratérios
independentes (no Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra e no
Departamento de Quimica da Universidade de Napoles) com o objetivo de comprovar a

reprodutibilidade dos resultados.

Para o sistema f-CD (1) + teofilina (2) (tabela 7.20) verifica-se que D,, e D,, sio menores
que os obtidos para os correspondentes sistemas aquosos binarios, D, e D,, (tabelas 6.13 e
6.8), com desvios que oscilam respetivamente entre 2 e 4% para a ciclodextrina e que podem
atingir até 18% para o caso da teofilina, a temperatura mais elevada. Os coeficientes de
difusdo secundarios sdao geralmente negativos e proximos de zero, dentro do erro
experimental inerente a esta técnica, a baixas concentragoes. Para as concentragGes mais
elevadas estes coeficientes atingem valores relevantes e isso permite admitir a possibilidade
de que ocorra penetragao da teofilina no interior da cavidade da ciclodextrina. Efetivamente,
se analisarmos os coeficientes de difusdo secundarios D,, e D,, podemos observar um
aumento significativo nos seus valores, em presenca de F-CD 10 mM, a ambas as
temperaturas, e verificamos que cada mole de ciclodextrina difundente pode transportar, em
sentido contrario ao seu gradiente de concentragao, até 0,2 moles de teofilina, valor que
diminui com o aumento de temperatura. O fluxo acoplado de ciclodextrina gerado pelo
gradiente de teofilina é pequeno e capaz de transportar apenas 0,1 moles por cada mole de

teofilina difundente, diminuindo igualmente com o aumento de temperatura.

Relativamente ao sistema HP-g-CD (1) + teofilina (2) (tabela 7.21), os coeficientes de
difusdo principais, D,, e D,,, sio igualmente inferiores aos binarios (tabelas 6.18 e 6.8), mas
apresentam desvios até 4% para a ciclodextrina e até 25% para a teofilina, especialmente a
temperatura mais alta. Quanto aos coeficientes de difusao secundarios, podemos verificar um
aumento significativo nos valores de D,, principalmente quando em presenca da
ciclodextrina a concentracao mais elevada, a ambas temperaturas. Isso significa que o
gradiente de concentragao da HP-f-CD produz co-transporte acoplado de teofilina, e nas
composicoes utilizadas, uma mole de HP-4-CD difundente co-transporta um maximo de 0,2
moles de teofilina, e que este valor aumenta até 0,6 moles quando aumenta a temperatura. O
fluxo acoplado de ciclodextrina gerado pelo gradiente de teofilina é pequeno e nao ultrapassa
as 0,08 moles por cada mole de teofilina difundente, diminuindo com o aumento da

temperatura.
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Utilizando os valores obtidos para os coeficientes de difusio destes sistemas para
quantificar as interagdes ocorrentes entre os solutos em solu¢do, com recurso a0 mesmo
modelo aplicado para o estudo com cafeina, foi possivel obter as constantes de equilibrio e
os coeficientes de difusdo das espécies associadas (complexos) em solugdo aquosa que se

apresentam nas tabelas 41 e 4].

Tabela 41: Valores de K e D;; estimados a partir dos coeficientes de difusdo ternarios

das solugoes aquosas de teofilina em presenca de f-ciclodextrina, a 298,15 e 310,15 K

e D Doy Ds5* K
Jmol-dm?) /109 (m2s?)  /10°(m2sh)  /10°(m2sh)  /(dmdmolY)
T=298,15 K
0,002 0,770
0,005 0,317 0,748 0,300 (x 0,012) 28,5 (+ 1,4)
0,010 0,720

T=310,15 K
0,002 1,064
0,005 0,436 1,003 0,395 (x 0,027) 22 (+¥2.3)
0,010 0,948

Nota: corresponde a tabela 7.22 no texto principal- capitulo 7; os dados apresentados sio os

correspondentes a uma concentracio constante de f-CD 10 mM

Tabela 4]: Valores de K e D;; estimados a partir dos coeficientes de difusdo ternarios

das solugdes aquosas de teofilina em presenca de HP- f-ciclodextrina, a 298,15 ¢ 310,15 K

) Dy D2 Dss* K
/(mol-dm-) /107 (m?:s) /107 (m2-s) /107 (m?-s) /(dm3-mol-1)
T=298,15 K
0,002 0,769
0,005 0,307 0,746 0,265 (+ 0,013) 85 (£ 8,6)
0,010 0,719

T=310,15 K
0,002 1,042
0,005 0,406 0,982 0,385 (£ 0,012) 39 (£ 1,4
0,010 0,929

Nota: corresponde a tabela 7.23 no texto principal- capitulo 7; os dados apresentados sdo os

correspondentes a uma concentracio constante de HP-5-CD 10 mM

Os valores das constantes de equilibrio obtidos a partir da aplicagao do modelo teérico
de Paduano ef al. [71-74] estao em bom acordo com os anteriormente estimados pelas

medidas volumétricas. Uma vez mais os valores de K estimados através deste método sao
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mais baixos que os precedentes (obtidos através de medidas volumétricas). Encontraram-se
ainda discrepancias nos resultados relativamente aos valores da literatura. Objetivamente, os
valores encontrados evidenciam um efeito importante da presenca da HP-g-CD sobre a
teofilina em solug¢ao aquosa. Através dos valores encontrados para a espécie associada poder-
se-ia conjeturar inclusivamente que a associa¢ao ocorresse numa propor¢ao de 2 moléculas
de teofilina para cada molécula de ciclodextrina, devido ao decréscimo bastante acentuado
em D,; relativamente a D,,, maior do que previsto se a molécula estivesse total ou
parcialmente incluida na cavidade da ciclodextrina. A associa¢ao poderia ocorrer a ambos os
nfveis interior e exterior da molécula de ciclodextrina e levar a que os coeficientes de difusao
D,, e D;; apresentem valores bastante mais baixos que o expectavel. Além disso, as variacdes
de volume observadas para o processo de associagao (relativamente grandes principalmente
para a ciclodextrina) permitem supor que nao so6 a cavidade estaria envolvida no processo de
associagao, mas também que ocorreriam interacdes no exterior da ciclodextrina que

envolvem as partes apolares das moléculas.

4.3. Estabilidade dos complexos ciclodextrina - farmaco: Influéncia de ides com

relevancia em processos fisiolégicos

A alteracdo das propriedades fisico-quimicas das moléculas de um firmaco conseguidas
através da sua complexacao com uma molécula de ciclodextrina pode ter um consideravel
potencial farmacéutico. A constante de estabilidade e a estequiometria dos complexos de
inclusao, dependendo da concentracao da ciclodextrina e da molécula héspede em estudo,
sao indices tuteis para estimar a estabilidade do complexo e as alteragoes nas propriedades
fisico-quimicas do héspede. No entanto, estes nao sao os nicos fatores a ter em conta ao
delinear formulaces e escolher de vias de administracio para maximizar a eficicia. E
necessario considerar o ambiente biolégico em redor dos complexos zz wvive: diluigdo,
temperatura, pH e presenca de ides que compoem os fluidos biolégicos. Anteriormente
analisaram-se os efeitos de concentragao e temperatura sobre a constante de estabilidade dos
sistemas ciclodextrina (f-CD e HP-$-CD) e metilxantinas (cafeina e teofilina). Seguidamente
sera investigada a influéncia da presenca de ides com importancia fisiolégica na estabilidade
das interagoes ciclodextrina-farmaco. Os ides presentes nos fluidos bioldgicos, intra e
extracelulares, podem ter efeitos significativos nas moléculas de farmaco, principalmente se
puderem interagir com elas e consequentemente influenciar as interacdes com a

ciclodextrina. Em geral, os sais podem influenciar os complexos das ciclodextrinas de
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diversas formas [130-132]. Podem ter efeitos de sa/ting in ou salting out que afetam a estrutura
da solu¢do e desviam os equilibrios que possam ocorrer. Podem levar a formagido de
complexos ternarios nos quais os ioes estabilizam o complexo de inclusio ciclodextrina-
farmaco, através de interagdes com ambas as moléculas. Finalmente, podem gerar
competi¢ao com o farmaco para entrar na cavidade da ciclodextrina, se bem que esta situagao
¢ mais comum apenas para anides de elevado tamanho. Alem disso, os catides podem
interagir com moléculas de farmaco carregadas através de interacGes de pares idnicos, e

também este efeito pode ter um papel importante no mecanismo de formag¢ao de complexos.

Este trabalho incidiu sobre os efeitos da presenga do cloreto de potassio na estabilidade
das interagdes entre uma ciclodextrina (f-CD e HP-5-CD), e uma metilxantina (cafeina e
teofilina). Antes de examinar os resultados obtidos para solugbes aquosas de cafeina e
teofilina em presenca destas ciclodextrinas e de KCl sera feita uma analise com maior detalhe
de cada um dos sistemas per se, ou seja apreciando a influéncia do cloreto de potassio sobre

os farmacos e as ciclodextrinas, individualmente, em solu¢ao aquosa.
4.3.1. Efeito do cloreto de potassio nas propriedades da cafeina e da teofilina aquosas

Ha disponiveis na literatura estudos que facultam informacao sobre a interacao e efeitos
dos ies' fisiologicamente relevantes, tais como K', Na* e Cl, sobre a cafeina e a teofilina
[133-134]. Estes estudos revelam que ocorre associagio entre o ido K e as posicdes O6 e N9
da cafefna e com as posi¢oes O6, N9 e N7 da teofilina, resultando em constantes de

equilibrio de 5,08 x 10> M" para K, € 2,13 x 10° M para Ky i Estes resultados sio

cafina
especialmente importantes se tivermos em linha de conta os valores das constantes de
equilibrio relativas a associagdo da cafeina e da teofilina com as ciclodextrinas, dada a
diferenca entre as suas ordens de grandeza. Ha no entanto que considerar que os estudos que
levaram a obtencdo destas constantes de associacdo, através de técnicas de FT-IR e
espectroscopia de UV, foram realizados em intervalos de concentragdes consideravelmente

superiores (até 40 mM) as do potassio intracelular (3,5 a 5,0 mM) e na presenca de outros

10es, introduzidos pelo ajuste de pH, e que podem ter influéncia na associa¢ao.

Através de medidas dos coeficientes de difusao da cafeina e teofilina na presenca de

cloreto de potassio pode estimar-se a constante de associagao destes solutos, tendo como

o~

! No decorrer deste texto, no lugar de “ides potdssic” poderfamos dizer “substincias contendo potissio” por uma
questdo de coeréncia termodinamica, i.e., podetfamos preferir uma linguagem fenomenolégica a uma linguagem
baseada em conceitos extra termodinamicos. Contudo, esta aproximagdo poderia tornar o texto mais extenso e

menos compreensivel para alguns leitores.
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suporte modelos teéricos desenvolvidos por Leaist e al [75-77] que relacionam os
coeficientes de difusdo ternarios dos solutos com os coeficientes de difusdo vestigiais e as

concentragoes das espécies difundentes em equilibrio.

Em relagao ao sistema KCI (1) + cafefna (2) (tabela 8.1- capitulo 8), verifica-se que
ambos os coeficientes de difusido principais D,,, para o cloreto de potassio, e D,,, para a
cafeina, apresentam, para 298,15 e 310,15 K, valores inferiores aos correspondentes binarios
(tabela 8.2 —capitulo 8 e tabela 6.4 -capitulo 6), com desvios de cerca de 4-5% em magnitude.
Quando em solu¢io aquosa, as moléculas de cafeina associam-se principalmente por
estabelecimento de interagdes hidrofdbicas, ja que a auséncia de grupos doadores de
hidrogénio impede o estabelecimento de ligagdes internas. No entanto, estas ligagoes de
hidrogénio podem ser estabelecidas entre a cafeina e o solvente (agua) através dos grupos
polares, grupos carbonilo das posi¢des 2 e 6 e do azoto na posi¢ao 9. Segundo Falk e a/. [80],
se as moléculas de cafeina se encontram livres em solucgdo, os carbonilos das posi¢oes 2 e 6
estao totalmente hidratados, mas quando ocorre associagdo por “vertical stacking’ o
impedimento estéreo dificulta a sua hidratacdo, apesar da estrutura relativamente flexivel do
dimero. Assim, o acesso a estas posi¢oes, quer das moléculas de agua, quer dos ides potassio,
ve-se condicionado. Seria expectavel que a diminui¢ao do coeficiente de difusao da cafeina

com o aumento da concentra¢ao ocorresse devido a auto-associacao da cafeina.

De facto, os dados obtidos demonstram que pode nao ser isso o que realmente acontece.
Com efeito, as alteracdes observadas nos coeficientes de difusio da cafeina, na gama de
concentracoes estudada, podem ser devidas a4 sua associagio com os ides K do meio,
diminuindo a sua mobilidade, por um lado devido ao efeito estéreo, ja que o tamanho da
espécie associada ¢é ligeiramente maior do que o da cafeina livre e, por outro lado, como
resultado da sua densidade de carga superficial positiva, pois o gradiente de concentragio de
KCl gera um campo elétrico que desacelera os ides K livres em solucio e aqueles associados
com a cafeina. Observando o comportamento do coeficiente de difusao secundario D,,, que
representa o fluxo de cafeina gerado pelo gradiente de concentra¢do de cloreto de potassio
em solucdo, verificamos que apresenta valores negativos e que diferem significativamente de
zero. Da relacio D,,/D,,, que representa o nimero de moles de cafeina transportados por
mole de KCl, pode verificar-se que, de facto, uma mole de KCI difundente pode transportar,
em sentido oposto ao do seu gradiente de concentragao, até um maximo de 0,15 moles de
cafeina. A 310,15 K o efeito de aumento da temperatura desfavorece a interag¢ao entre as

moléculas de cafeina, e isso reflete-se no seu coeficiente de difusao cujo aumento com a
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concentragao é menor, além de que o transporte acoplado de solutos também se reduz. No
entanto, o facto de existirem mais moléculas de cafeina sob a forma monomérica poderia
permitir uma maior interacio com o meio (solvente) e, consequentemente, com os ides K.
Para comprovar esta hipétese aplicou-se o modelo desenvolvido por Leaist ¢7 a/., que a partir
dos valores dos coeficientes de difusio vestigiais de soluto permite quantificar a associagao

dos solutos em solugao aquosa e obter a sua constante de associagao.

Para o sistema KCI (1) + cafeina (2), a 298,15 K foi obtida uma constante de estabilidade

K de 26,8 M' e um coeficiente de difusio da espécie associada Caf K', D

complexo> a
concentracdo infinitesimal de 0,755 x 10” m®s”. A 310,15 K a constante de estabilidade K
tem um valor de 31,59 M e o coeficiente de difusio da espécie associada Caf K, D, 2
concentracio infinitesimal é 0,860 10” m’s". Note-se que a 310,15 K o coeficiente de difusio
das espécies associadas, a concentracao infinitesimal, ¢ 20% menor do que o correspondente
a cafeina livre nas mesmas condicoes. Estes resultados sio consideravelmente diferentes
daqueles encontrados na literatura e esta diferenca pode ser devida, em grande parte, as
diferentes condi¢Oes experimentais em que foram conduzidos os estudos. Apesar das
diferencas, e tendo em conta todas as consideracoes envolvidas no nosso modelo, ambos os

resultados indicam que existem complexos em solu¢ao e que estes tém um papel importante

no comportamento de difusao do sistema.

Pode ainda estimar-se o raio hidrodinamico da molécula de cafeina em solugao aquosa de
cloreto de potassio, aplicando a equacao de Stokes-Einstein (equagdo. 6.2- capitulo 6). Os
resultados obtidos foram 7 (298,15 K) = 0,32, nm e r (310,15 K) = 0,31, nm. Confirmamos
que ocotrre um ligeiro aumento no tamanho do raio hidrodinamico de cafeina em solucao
aquosa de KCI a 298,15 K relativamente a agua (menos de 1%), mas um aumento
significativo (cerca de 5%) a 310,15 K, resultados que suportam as evidéncias anteriores de
que a cafefna se associa com os ides presentes no meio. Relativamente aos nossos dados,
demonstrou-se a existéncia de interagdes entre os ides K' do meio e a cafeina e que estas

aumentam com o aumento de temperatura.

No caso do sistema KCI (1) + teofilina (2) [135] (tabela 8.3- capitulo 8), e comparando os
resultados obtidos com os referentes aos sistemas binarios respetivos, a mesma temperatura
(tabela 8.2 —capitulo 8 e tabela 6.8 -capitulo 06), isto ¢, para o cloreto de potassio e a teofilina
em solucdo aquosa, verifica-se que, nas composicoes utilizadas no presente estudo, o KCI
adicionado produz pequenas alteragdes no coeficiente de difusao D,, da teofilina (menos de

1% em ambas as temperaturas), enquanto a adi¢ao de teofilina gera alteragoes significativas
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no coeficiente de difusio, D,, para o KCl (= 12% a 298,15 K e < 4% a 310,15 K). Uma
possivel explicagdo para a ocorréncia destas variagoes relacionar-se-ia com a associagdao de
algumas moléculas de teofilina com o ido de potassio em solu¢ao aquosa através das posi¢oes
N7 e O6 [134, 130], e estes agregados em solu¢ao apresentariam menor mobilidade sendo,
portanto, responsaveis pela diminuicio relativamente grande de D,,. Este efeito é menos
pronunciado quando se considera o efeito do KCl no transporte de teofilina, possivelmente
devido as semelhangas entre as mobilidades da teofilina livres e das espécies associadas.
Analisando os coeficientes de difusio secundarios, D,, e D,, a concentracdes finitas,
podemos entender a influéncia da presenga de KCl na difusao de teofilina e vice-versa. Em
geral, o gradiente de concentracdo de cada componente produz um fluxo acoplado do outro
componente em sentido contrario. Considerando que D,,/D,, di o nimero de moles de KCl
transportados por mole de teofilina devido ao seu gradiente de concentragao pode admitir-se
que nas composig¢des utilizadas, uma mole de teofilina transporta, em sentido contrario ao do
gradiente de concentracio, um maximo de 0,4 moles de KCl, aumentando o transporte com
a concentracdo crescente de teofilina em solucdo. Através dos valores da relacio D,,/D,, nas
mesmas composicoes é de esperar que uma mole de KCl difundente transporte em sentido

inverso ao do seu gradiente de concentragao um maximo de 0,1 moles de teofilina.

Os valores observados para os coeficientes de difusio deste sistema poderiam ser
previstos a partir da analise do sistema KCI (1) + cafeina (2), dado que a teofilina dispde de
menos um grupo metilo na posicio N7 que a cafeina, sendo portanto mais pequena e
consequentemente apresentando maior densidade de carga ao associat-se com o ido K, logo
o efeito do campo elétrico gerado pelo gradiente de KCl sobre as espécies associadas (e
sobre o seu respetivo coeficiente de difusdo) seria mais forte. O facto de a molécula de
teofilina possuir menos um grupo metilo também influencia a constante de associagdao, dado
que a posicao N7 se encontra agora também disponivel para interagir com o meio. De um
raciocinio analogo ao acima exposto para a cafeina, podemos esperar que tal como esta, a
constante de associacio Tegf*K' se veja afetada pela auto-associagio de moléculas de
teofilina, mas, dado que a teofilina possui uma constante de auto-associagao numericamente

inferior a da cafeina, os efeitos sobre a difusao podem ser distintos.

Por manipulagao das equagdes (8.2) e (8.3), obtiveram-se para o coeficiente de difusao

das espécies associadas D e para a constante de associagao K, os valores de 0,758 x

complexod

10° m*s' e 27,2 M a2 298,15 K, respetivamente, e 0,778 x 10° m*s' e 259 M a 310,15 K.
Aplicando igualmente a equagao de Stokes-Einstein (equacdo 6.2- capitulo 6) para avaliar os

valores do raio hidrodinamico da molécula de teofilina em solugao aquosa de cloreto de
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potassio, obtém-se r (298,15 K) = 0,30, nm e r (310,15 K) = 0,30, nm. Ocorre um ligeiro
aumento no tamanho do raio hidrodinamico de teofilina em ambas as temperaturas em cerca
de 1% -2%, resultado possivelmente de associagao com os ides do meio. Mais uma vez os
resultados diferem dos encontrados na literatura, apesar da evidéncia da existéncia de
interacio entre a teofilina e ides K™ do meio, interacio esta que diminui com o aumento da

temperatura.

4.3.2. Efeito do cloreto de potassio nas propriedades da S-ciclodextrina e

hidroxipropil-B-ciclodextrina aquosas

E sabido que as ciclodextrinas tém capacidade para incluir na sua cavidade diversas
moléculas organicas, mas também complexos de metais de transicdo e ainda alguns ides
inorganicos. [137-138]. A maioria dos autores parece concordar que a associagio de
ciclodextrinas com anides (e.g. Cl) é mais forte que a associagio com os catides (e.g. K")
[139], o que parece logico se se considerar que os anides podem formar ligagoes de
hidrogénio CI':--H-O e que estas nao ocorrem para o caso de um catido. No entanto, foi
identicamente proposto que na cavidade da ciclodextrina o carbono se encontra
positivamente polarizado, e que este ambiente microscopicamente positivo favorece a
inclusao de héspedes aniénicos e desfavorece a inclusao de hospedes catidénicos [140]. Dado
que se ambiciona compreender quais as consequéncias da presenga de sais nas constantes de
equilibrio para a formac¢ao de complexos de inclusao, pretende-se saber de que forma influi a
presenca de K' e ClI' na solucio aquosa, assim como definir o valor da sua constante de

associacdo, se ocorrer, com a ciclodextrina.

Tomando como referéncia o modelo anteriormente aplicado para a estimativa das
constantes de associacio entre ides K' e as metilxantinas, as equagdes (2.3.23) a 2.3.28)
podem ser igualmente desenvolvidas para o sistema KCI — ciclodextrina, supondo um

equilibrio do tipo
K
KC/+ CDe CD-CI

Note-se que o processo ¢ aplicivel quer ao ido K' quer ao Cl e que a constante de
associacao e o coeficiente de difusido das espécies associadas podem ser obtidos em ambos

0s casos, ainda que apenas se apresentem os calculos para a inclusio do CI.

Foram realizadas medidas de difusao mutua de sistemas de f-CD e HP--CD em soluc¢ao

aquosa na presenca de cloreto de potassio a 298,15 e 310,15 K e medidas de difusao vestigial
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de cada um dos solutos em solugdo aquosa do outro soluto, de forma a definir os valores dos

coeficientes de difusio que definem estes sistemas.

Para o caso do sistema KCI (1) + -CD (2) [70] (tabela 8.4 - capitulo 8) encontraram-se
valores para os coeficientes de difusio do cloreto de potassio, D,,, inferiores aos obtidos em
sistemas binarios, para as mesmas concentragdes, com desvios até 3,5%, mas valores para
D,,, para a f-CD, ligeiramente superiores aos da f-CD aquosa, em nido mais do que 2%.
(tabela 8.2- capitulo 8 e tabela 6.13- capitulo 6). Uma possivel explicacio para este
comportamento pode advir da entrada do KCI em solugao, que ao dissociar-se e formar a
sua camada de hidratagao, vai remover moléculas de agua do meio e, possivelmente, também
a camada de hidratacao da f-CD, provocando uma reducao no tamanho da estrutura da
ciclodextrina hidratada em solucdo e, por conseguinte, um ligeiro aumento na mobilidade
desta ultima. Por outro lado, parte do KCl pode entrar na cavidade da ciclodextrina,
expulsando as moléculas de 4gua para o exterior. Com efeito, a razio D,,/D,, demonstra a
existéncia de transporte acoplado de KCl como resultado do gradiente de S-CD,
apresentando valores bastante elevados (1 mole de p-CD pode transportar em sentido

contrario ao do seu gradiente de concentragao até 0,7 moles de KCI).

A estimativa das constantes de associacdo através de dados de difusio em condic¢oes
vestigiais de soluto permitiu obter valores de K de 42,1 M 2 298,15 K e 34,2 M" 2 310,15 K,
ou seja, ha evidéncia de que ocorre associagao entre estes solutos, e esta associagao ¢ mais
fraca pelo efeito de aumento da temperatura. Os coeficientes de difusao infinitesimal obtidos
por aplicagio deste modelo foram: 0,344 x m* 10” s e 0,436 x m* 10” s, valores muito
proximos aos da §-CD livre, o que demonstra que a associagdo ocorre através de inclusao. Se
estimarmos o raio hidrodinamico da molécula de f-CD em solugdao aquosa na presenga de
KCl, utilizando a equagao de Stokes-Einstein, observam-se resultados de 7 (298,15 K) = 0,74,
nm e r (310,15 K) = 0,71, nm. Neste sistema ocorrem alteragdes opostas as duas
temperaturas estudadas. Enquanto a 298,15 K se verifica uma diminui¢ao no tamanho do
raio hidrodinamico da ciclodextrina (cerca de 2%), a 310,15 K este aumenta em razao
semelhante. Certamente a entrada em solu¢ao do KCl, a temperatura padrao, tem o efeito de
desidratar a molécula de f-CD retirando-lhe moléculas de 4agua de hidratacio para a sua
propria hidratacdo, ainda que alguns i6es Cl' possam penetrar na cavidade e formar
complexos de inclusio. Como assumido previamente, a 310,15 K o efeito térmico pode
desfavorecer a penetracao destes ides na cavidade e a sua associagao ocorrer exteriormente

aumentando o tamanho da molécula de f-CD.

274



Sintese

Relativamente ao sistema KCl (1) + HP--CD (2)(tabela 8.5- capitulo 8), os resultados
obtidos para os coeficientes de difusdo principais, comparativamente aos binarios, 2 mesma
temperatura (tabela 8.3- capitulo 8 e tabela 6.18 -capitulo 6), revelam que o KCl adicionado
produz alteragoes relativamente pequenas no coeficiente de difusio, D,, da HP--CD
(menos de 3%), enquanto a adicio de HP-g-CD provoca alteragées significativas no
coeficiente de difusio, D,,, do KCI (= 7%). Tal como no caso da g-CD, a entrada de KCI na
solugdo aquosa pode ter o efeito de libertar para o meio moléculas de agua aprisionadas nas
camadas de hidratacao da ciclodextrina, devido a hidratacao do KCl e, portanto, diminuir o
tamanho da molécula de ciclodextrina, permitindo-lhe uma maior mobilidade. Também neste
caso, os i6es Cl' podem ser incluidos na cavidade da ciclodextrina e, tendo em conta os
valores do transporte acoplado de solutos obtidos pelo quociente D,,/D,,, que representa o
numero de moles de KCI transportados por mole de HP-4-CD difundente, que atinge as 0,4

moles, esperar-se-iam valores elevados para a constante de inclusao.

Com efeito, obtiveram-se valores de K de 47,8 ¢ 34,8 M' a 298,15 K e 310,15 K,
respetivamente, o que representa um aumento consideravel da associa¢ao observada face a -
CD. Novamente se encontram indicios de que a associagao ocorre através da inclusio, como
comprovam os coeficientes de difusio a concentragao infinitesimal obtidos para a espécie
associada de 0,340 x 10” m* s e 0,434 x 10° m® s, muito proximos aos da ciclodextrina
livre. Ainda relativamente ao tamanho das espécies difundentes em solugdo, mais
precisamente para a molécula de HP--CD, estimaram-se os valores do raio hidrodinamico
em solugdes aquosas de KCl e encontraram-se valores de 7 (298,15 K) = 0,74, nm e » (310,15
K) = 0,79, nm, cerca de 1,5 -2% abaixo do valor em agua. Por conseguinte, o tamanho desta
molécula é mais afetado pela presenga de KCI que a f-CD, uma vez que esta ultima é menos
propensa a estabelecer ligagdes com as moléculas de agua circundantes. A diminui¢io do
tamanho da ciclodextrina devida a presenca destes ides em solugao, possivelmente ocorre
porque apesar de alguns ides penetrarem na cavidade, a presen¢a doutros em solugao podera
retirar moléculas de 4dgua das camadas de hidratacio da ciclodextrina para a sua prépria
camada, sendo este resultado menos pronunciado a temperatura mais elevada devido ao

efeito térmico.
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4.3.3. Balango global da presenga de i6es na formagido de complexos ciclodextrina-

farmaco: estabilizagdo de estruturas complexas ou competigio para a inclusio?

Até ao momento caracterizaram-se de forma idividualizada, uma serie de sistemas
aquosos que representam cada um dos compostos principais envolvidos no desenvolvimento
de um sistema de libertacdo controlada de farmaco, aumentando-se a complexidade ao longo
desta investigacdo com o objetivo de mimetizar, dentro da medida do possivel, as condi¢oes
a que estdo sujeitos estes sistemas zz vivo. Em seguida, pretende-se analisar a situacdo global
onde estdo presentes o farmaco (metilxantina), o veiculo de transporte (ciclodextrina) e ides
presentes em fluidos fisiolégicos (aqui representados pelos ides K™ e Cl) e compreender
como estes compostos interagem entre si e influenciam as propriedades dos restantes. Neste
sentido, estudaram-se as propriedades de transporte da cafeina e da teofilina (metilxantinas),
na presencga de ciclodextrina (f-CD e HP-6-CD) e de cloreto de potassio em solugdo aquosa,

através da medida dos coeficientes de difusao de misturas quaternarias.

De uma sintese dos dados previamente obtidos, seria espectavel que, em solu¢do aquosa
na presenca de ciclodextrinas e ides, somente a magnitude da associagdo entre a cafeina e a
B-CD fosse afetada pela presenca de ides K'/Cl, uma vez que todas as constantes de
associagao destes sistemas tém valores muito préoximos. A 310,15 K poderia ocorrer
competicao para a ocupagao da cavidade da ciclodextrina por ides CI. Na presenca de
HP-6-CD a existéncia de competi¢ao nao pareceria viavel. Para o caso da teofilina em
solug¢do aquosa na presenca de ciclodextrinas e ides, seria de esperar que se mantivesse a
inclusao preferencial desta molécula na cavidade da HP-3-CD mas nao na de §-CD, pois

possivelmente seria o KCl aquele que se incluiria.

A analise tedrica da dependéncia da concentragao em sistemas de multicomponentes,
como ¢ o caso duma mistura quaternaria, ¢ complexa e, por conseguinte, a discussao que se
segue sera feita apenas a um nivel qualitativo e apoiada nos dados obtidos para os
coeficientes de difusdo correspondentes aos referidos compostos obtidos anteriormente para
cada uma das misturas estudadas. Para todos os sistemas em questio a numeragdo dos
componentes foi feita na sequéncia: ciclodextrina (1) + KCI (2) + metilxantina (3) + 4gua.
Nestes sistemas os coeficientes de difusio principais "“’D,,, ’D,, e ”’D;, proporcionam os
fluxos molares da ciclodextrina (1), do cloreto de potassio (2) e da metilxantina (3)
conduzidos pelos seus proprios gradientes de concentragao. Os coeficientes de difusao
secundarios representam os fluxos acoplados de um soluto dirigidos por gradientes de

concentragao dos outros solutos em solug¢ao, ou seja:
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- '”D,, e ”’D;, representam os fluxos acoplados de cloreto de potissio e metilxantina
gerados pelo gradiente de concentragao da ciclodextrina;

-D,, e ”’D;, representam os fluxos acoplados de ciclodextrina e metilxantina gerados
pelo gradiente de concentragao de cloreto de potassio;

-'“D,;e '"’D,, representam os fluxos acoplados de ciclodextrina e de cloreto de potassio
gerados pelo gradiente de concentragao de metilxantina.

Os valores dos coeficientes de difusao obtidos para estes sistemas quaternarios podem
ser diretamente correlacionados com os correspondentes obtidos para os mesmos
compostos em solucio aquosa bindria e /ou terniria. Isto é, o coeficiente de difusdo
principal "“’D,;, correspondente a metilxantina em solugdo aquosa numa mistura quaternaria
pode ser comparado com o coeficiente de difusio D;; (correspondente a mistura ternaria
deste composto na presenca de ciclodextrina ou KCl) e com o seu coeficiente de difusao
binario D (em agua). Desta forma, podem avaliar-se as alteragdes ocorridas na difusio desta
espécie, e de que forma é afetada pela introducio de outros solutos de cariter i6nico e/ou
molecular em solu¢ao. Também se podem relacionar os coeficientes de difusao secundarios
referentes a difusao numa mistura quaternaria com os que lhe correspondem numa mistura
ternaria, isto ¢, 7D, e '¥’D;, representam os fluxos de metilxantina gerados pelos gradientes
de concentragao da ciclodextrina e de KCI respetivamente, e estao diretamente relacionados
com D;, (para a metilxantina na presenca de ciclodextrina) e D;, (para a metilxantina na
presenca de KCl). Da mesma forma se pode aplicar esta analise aos demais componentes em

solucao.

4.3.3.1. Efeito do cloreto de potissio sobre as solugdes aquosas de ciclodextrina-

cafeina

Para analisar o efeito da presenca de cloreto de potassio sobre os possiveis complexos de
ciclodextrina e cafefna em solug¢do aquosa, foram realizadas medidas dos coeficientes de
difusao mutua de solu¢des aquosas de cafeina na presenca de f-CD e KCl e HP-6-CD e KCI
a razoes de concentracao diferentes e a temperatura padrao (298,15 K). Os valores médios
dos coeficientes de difusio obtidos para o sistema quaternario f-CD (1) + KCl (2) + cafeina
(3) + agua a 298,15 K, sao mostrados na tabela 4L [54]. A tabela 4M apresenta os valores dos
coeficientes de difusdo principais e secundarios que estao diretamente relacionados com estas

medidas.
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Tabela 4L: Coeficientes de difusio quaternarios do sistema f-CD (1) + KCI (2) +

cafeina (3) + agua, a 298,15 K e respetivos desvios padrao das medidas, S,

¢/ (mol-dm-)

0,002

0,005

0,010

(123D, £85p)/(10° m2-s-1)
(123D, £8p) /(10 m2-s71)
(123D,5 £8p) /(10 m2-s71)
(123D £81)/ (10 m2-s-1)
(123D, £81)/ (10 m2-s71)
(123D £81)/ (10 m2-s71)
(123D, £8p)/ (10 m2-s-1)
(123D, £81)/(10° m2-s-1)
(123D £81)/(10° m2-s-1)

0,322 + 0,025
-0,028 + 0,006
-0,002 + 0,017
0,505 + 0,013
1,911 + 0,036
-0,121 + 0,042
-0,007 + 0,053
-0,030 + 0,040
0,797 + 0,073

0,320 + 0,005
-0,022 + 0,008
0,020 + 0,009
0,210 + 0,017
1,882 + 0,080
-0,101 + 0,050
0,004 + 0,076
0,001 + 0,073
0,770 + 0,029

0,311 + 0,020
-0,034 + 0,012
0,055 + 0,040
-0,052 + 0,031
1,518 + 0,030
-0,104 +0,030
0,057 + 0,015
0,141 + 0,026
0,748 + 0,012

Nota: corresponde a tabela 8.6 no texto principal- capitulo 8

Tabela 4M: Comparac¢ao dos coeficientes de difusao quaternarios com os
correspondentes ternarios e bindrios para o sistema g-CD (1) + KCl (2) + cafeina (3) + agua,
229815 K

Dyif Dyf Dyt Dof Dof Dosf Dsf Dsf Dssf

c=c1=¢2=¢3=2mM

D@ 0,322 -0,028 -0,002 0,505 1,911 -0,121 -0,007 -0,030 0,797

D;® 0,324 -0,068 -0,242 1,924

D;© 0,323 -0,008 0,016 0,735

D; @ 1,951 -0,165 0,056 0,746

D;© 0,324 1,954 0,751
c=c1=c2=c3=5mM

D;® 0,320 -0,022 0,020 0,210 1,882 -0,101 0,004 0,001 0,770

D;® 0317  -0,088 0,196 1,891

D;© 0,318 -0,011 0,014 0,725

D; @ 1,903 -0,210 -0,112 0,731

D;© 0,322 1,934 0,738
c=c1=¢2=¢3=10mM

D;® 0,311 -0,034 0,055 -0,052 1,518 -0,104 0,057 0,141 0,748

D;® 0,313 -0,119 -0,057 1,848

D;© 0,313 -0,014 0,013 0,695

D; @ 1,844 0,104 -0,282 0,688

D;© 0316 1,918 0,703

2 Coeficientes de difusiio quaternarios para as soluges aquosas de g-CD (1) + cafeina (2) + KCI (3)+ 4gua ; b Coeficientes
de difusio ternarios para as solu¢oes aquosas de f-CD (1) + KCI (2); < Coeficientes de difusdo ternarios para as solugGes
aquosas de §-CD (1) + cafeina (2); 4 Coeficientes de difusdo ternarios para as solugdes aquosas de KCI (1) + cafeina (2); ¢

Coeficientes de difusio binitios para as solugdes aquosas de f-CD, KCl e cafeina; f Unidades de D en 109.m2s";

Corresponde a tabela 8.7 no texto principal- capitulo 8.
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- . ~ s - 123 123 123
- Coeficientes de difusao principais '~ D,,, ""D,, ¢ D,

O valor do coeficiente ’D,, (Tabela 41.) diminui com o aumento da concentracio dos
solutos, no intervalo de concentracées estudado, em cerca de 3%, e o seu valor é muito
préximo ao encontrado para a ciclodextrina em 4gua. "“’D,, e "”’D;; também variam com a
concentragio, sendo que a diminui¢io em '“D,, é bastante significativa, j4 que atinge os
20%, e no caso de "“’D;; é de 6%. A ligeira diminui¢io do coeficiente de difusio da g-CD
comparativamente ao decréscimo bastante mais expressivo encontrado nos coeficientes de
difusdo principais da cafeina, mas principalmente no KCl, pode indicar que as associag¢oes
estabelecidas entre a ciclodextrina e os outros solutos seriam principalmente de inclusao,
razao pela qual a sua mobilidade surge pouco afetada. Em principio, a inclusio de KCI na
cavidade da ciclodextrina em detrimento da cafeina poderia também afetar a mobilidade do

KCl e ser uma das causas da diminuicao significativa no seu coeficiente de difusao.

- Difusao impulsionada por gradientes de [-ciclodextrina

Relativamente a estes coeficientes verificamos que enquanto '“’D;, apresenta valores
muito préximos de zero, dentro do erro experimental, os valores de "“’D,, sdo diferentes de
zero e podem ser interpretados em termos da presenca de possiveis interacdes entre a
p-CD e KCI (por exemplo, os complexos cuja constante de associacio estimamos
anteriormente). A quantificagdo do transporte de KCI por efeito do gradiente de f-CD (a
partir da razdo '’D,,/"”’D,,) permite verificar que, as composicdes utilizadas, 1 mole de
p-CD difundente co-transporta até 1,6 moles de cloreto de potassio em solucées diluidas

(embora este transporte diminua com o aumento da concentragao de solutos).

- Difusao impulsionada por gradientes de cloreto de potdssio

12 12 ~ s
Os valores apresentados por '“’D,, e "“’D,, sio praticamente zero dentro do erro
experimental, ou seja, os gradientes de KCl siao incapazes de gerar fluxos acoplados dos

outros componentes em solugiao aquosa.

- Difusao impulsionada por gradientes de cafeina

. . ~ 12 , . .
O coeficiente de difusio '“’D,; é praticamente zero dentro do erro expetimental. Como
notado anteriormente, os gradientes de cafeina sao incapazes de gerar fluxos acoplados
. . . . . , 123 . .
significativos de ciclodextrina. Ja “"D,; apresenta valores praticamente constantes, e a partir

da relagiao D,;/D;; nas mesmas composicoes, espera-se que uma mole de cafeina transporte,
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no sentido oposto ao do seu gradiente de concentragao, aproximadamente 0,15 moles de

KCl, um valor ligeiramente inferior ao encontrado para o sistema aquoso KCl + cafeina.

Portanto, em virtude dos resultados encontrados a partir da analise dos coeficientes de
difusdo principais e secundarios e dos fluxos gerados pela difusio destes solutos,
comparativamente as misturas ternarias e aos resultados obtidos para sistemas binarios,
parecem existir bastantes evidéncias de que pode existir competi¢do entre cafeina e KCI para
entrar na cavidade da ciclodextrina. A diminuicao de 20% do coeficiente de difusio de KCl,
juntamente com um transporte significativo de KCI pela ciclodextrina e pela cafeina, dio
indicagdo de que a tendéncia deste soluto na mistura quaternaria seria de formar agregados
quer com a f-CD quer com a cafeina, como evidenciado pelos valores proximos obtidos para

as constantes de associagao.

Tal como para o caso anterior, sio analisados os valores médios dos coeficientes de
difusdo obtidos para o sistema quaternario HP-4-CD (1) + KCl (2) + cafeina (3) + agua a
298,15 K, assim como uma relagiao entre estes e os correspondentes nas medidas binarias e

ternarias, apresentados nas tabelas 4N e 40.

Tabela 4N: Coeficientes de difusao quaternarios do sistema HP-§-CD (1) + KCl (2) +

cafeina (3) + agua, a 298,15 K, e respetivos desvios padrao das medidas, 5},

¢/ (mol-dm-)

0,002 0,005 0,010
(18D £8p)/ (10 m2-s1) 0,313 £ 0,008 0,315 £ 0,010 0,309 + 0,007
(18D, 185p) /(10 m2:s1) 0,149 £ 0,031 0,098 £ 0,018 0,092 + 0,023
(1BDy;£8p)/ (10 m2-s1) -0,023 + 0,010 -0,009 % 0,005 -0,029 % 0,008
(1BD2 £8p)/ (10 m2-s1) 0,052 £ 0,059 0,172 £ 0,057 0,263 + 0,106
(18D, +85p) /(10 m?:s1) 2,116 £ 0,032 1,996 * 0,085 1,802 % 0,090
(1BD2;£8p)/ (10 m2-s1) -0,096 + 0,079 0,082 £ 0,029 0,006 * 0,032
(18D3; £85p)/ (10 m2-s1) 0,077 £ 0,044 0,054 £ 0,016 0,047 + 0,117
(1BDs5,£8p)/ (10 m2-s1) -0,595 + 0,144 -0,240 £ 0,069 -0,149 *+ 0,084
(183D33285p) /(10 m2-s1) 0,797 £ 0,035 0,687 £ 0,032 0,673 + 0,028
Nota: corresponde a tabela 8.8 no texto principal- capitulo 8
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Tabela 40: Comparagao dos coeficientes de difusdo quaternarios com os
correspondentes ternarios e binarios para o sistema HP-g-CD (1) + KCl (2) + cafeina (3) +
agua, a 298,15 K

Dt D5t Dysf Dyt Dosf Dosf Ds/f Ds,f Dsst

== 0=c3=2mM
D;® 0,313 0,149 -0,023 0,052 2,116 -0,096 0,077 -0,595 0,758

D;® 0,324 0,012 -0,130 1,930

D;© 0,300 0,003 0,050 0,744
D; @ 1,951 -0,165 -0,056 0,746
D;© 0,319 1,954 0,751

c=c1=n=c3=5mM
D;® 0,315 0,098 -0,009 0,172 1,996 0,082 0,054 -0,240 0,687

D;® 0317  -0,024 20,089 1,808

D;© 0,293 0,011 0,054 0,665
D; @ 1,903  -0,210 0,112 0,731
D;© 0,314 1,934 0,738

c=c1=0n=c3=10mM
D;® 0,309 0,092 -0,029 0,263 1,802 0,006 0,047 -0,149 0,673

D;® 0308  -0,003 0246 1,778
D;© 0283 0,021 0,103 0,640
D; @ 1,844 0,104 0,282 0,688
D;© 0307 1,918 0,703

2 Coeficientes de difusio quaternirios para as solugcbes aquosas de HP-§-CD (1) + cafeina (2) + KCI (3)+ 4gua ;
b Coeficientes de difusio ternirios para as solug¢des aquosas de HP-4-CD (1) + KClI (2);¢ Coeficientes de difusio ternarios
para as solugbes aquosas de HP-4-CD (1) + cafeina (2);d Coeficientes de difusdo ternarios para as solu¢oes aquosas de KCl
(1) + cafeina (2); Coeficientes de difusio binarios para as solugdes aquosas de HP-8-CD, KCl e cafeina;f Unidades de D

en 10.m?.s;Corresponde a tabela 8.9 no texto principal- capitulo 8

- Coeficientes de difusio principais D, ,, "”D,, ¢ D,

A anilise da tabela 4N permite observar que o coeficiente '“’D,, ¢é praticamente
independente do aumento da concentracio de solutos em solugdo aquosa, porque as suas
alteracbes em funcao da concentracdo (1,5%) e relativamente ao valor binario
correspondente (HP-5-CD em solugao aquosa) estio dentro do erro experimental, ou seja
entre 1 a 2%. Quanto aos coeficientes de difusio para o KCl e cafeina na mistura quaternaria
observamos um decréscimo, com a concentragio, de 15% em "“’D,, para KCl e 11% em
"D, para a cafeina. Tal como no caso do sistema -CD (1) + KCI (2) + cafeina (3) + 4gua, a
ligeira diminuicdo do coeficiente de difusao da HP-f-CD pode indicar que as associagoes
estabelecidas entre a ciclodextrina e os outros solutos, se existirem, sao principalmente de
inclusao, razao pela qual a sua mobilidade nao se vé afetada. A maior diminuicio nos

coeficientes de difusdao principais da cafeina e do KCI proviria da sua inclusio. Dado que a
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magnitude deste decréscimo ¢ muito semelhante para ambos analisam-se em seguida o efeito
do gradiente de cada um dos solutos em solugdo sobre os restantes, de modo a tentar

estabelecer qual deles se poderia incluir na cavidade.

- Difusio impulsionada por gradientes de hidroxipropil-B-ciclodextrina

Ambos os coeficientes de difusdo secundarios sio positivos, mas '“’D;, apresenta valores
abaixo de "“’D,,. O gradiente de HP-8-CD transporta, em cada caso, no mesmo sentido do
seu gradiente de concentragao, cafeina e KCl, mas enquanto no caso da cafefna 1 mole de
HP-4-CD pode transportar perto de 0,24 moles de cafeina, para o KCl este valor pode atingir
0,85 moles, um valor inclusive maior do que o encontrado para o sistema ternario
correspondente, o que pode ser interpretado em termos da presenca de possiveis interagoes
entre a HP--CD e o KCl (por exemplo, na forma de complexos cuja constante de

associacao estimamos anteriormente).

- Difusao impulsionada por gradientes de cloreto de potdssio

"D, , apresenta valores préximos de zero dentro de erro experimental e ainda que "D,
apresente valores negativos, o transporte de cafeina gerado pelo gradiente de KCI (que
ocorre em sentido oposto ao do seu gradiente de concentracio) tem um maximo de 0,3
moles de cafeina por mole de KCl difundente e diminui com o aumento concentragao de

solutos em solu¢io, ao contrario do que acontece no sistema ternario correspondente.

- Difusao impulsionada por gradientes de cafeina

O coeficiente de difusio "“’D,; ¢ muito pequeno e negativo, tal como '*’

D,;, sendo que
este ultimo tende para zero dentro do erro experimental. O gradiente de cafeina nio pode
gerar um fluxo acoplado significativo de ciclodextrina (nao transporta mais de 0,04 moles de
ciclodextrina por mole de cafeina difundente); com o aumento da concentracio de solutos

em solucao desaparece o fluxo acoplado de KCl pelo efeito do gradiente de cafeina, situagao

contrario a encontrada para o sistema ternario correspondente.

Para o sistema aquoso HP-5-CD (1) + KCI (2) + cafeina (3) e a partir dos estudos
anteriores realizados para os sistemas binarios e ternarios que compdem esta mistura,
esperar-se-ilam resultados que comprovassem a inclusao de cafeina em detrimento do KCI.

Na verdade, a partir dos coeficientes de difusao principais observa-se que a difusio da
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ciclodextrina nio ¢ afetada pela presenca dos outros solutos, uma indicacio de que a
interagao entre solutos deve ocorrer através da formacao de complexos de inclusao. Com o
aumento da concentra¢io de solutos em solucdo, o fluxo gerado pelos gradientes de
concentracao destes ocorre no sentido de uma associacio mais estavel entre ciclodextrina e
cafeina, e menos estavel quer entre a ciclodextrina e o KCI quer entre a cafeina e o KCL
Inclusivamente pareceria que, em solu¢des mais diluidas, o KCI poderia estar sujeito a um
efeito de salting out, como evidenciado pelos valores mais elevados apresentados pelo

coeficiente de difusdo principal deste soluto relativamente ao obtido em agua.

4.3.3.2. Efeito do cloreto de potassio sobre as solugdes aquosas de ciclodextrina-

teofilina

Tal como no caso da cafeina e por forma a compreender o efeito da presencga de cloreto
de potassio nos agregados de ciclodextrina-teofilina em solu¢ao aquosa, foram realizadas
medidas dos coeficientes de difusdo mutua de solu¢des aquosas de teofilina na presenca de f-
CD e KCl e HP--CD e KCl, em razoes de concentragao diferentes e a temperatura padrio

(298,15 K) e comparados com os correspondentes sistemas binarios e ternarios.

Os valores médios dos coeficientes de difusio encontrados para o sistema quaternario f-
CD (1)+ KCI (2) + teofilina (3)+ agua , a 298,15 K, sdo apresentados na tabela 4P e
comparados na tabela 4QQ com aqueles obtidos para as correspondentes solu¢des binarias e

ternarias.

Tabela 4P: Coeficientes de difusio quaternarios do sistema §-CD (1) + KCI (2) +

teofilina (3) + agua, a 298,15 K, e respetivos desvios padrio das medidas, S,

¢/ (mol-dm?)

0,002 0,005 0,010
(123D, £8p)/(10° m2-s-1) 0,328 + 0,002 0,304 + 0,014 0,289 + 0,008
(123D, +8p)/(10° m2-s-1) 0,009 + 0,025 0,039 + 0,070 0,033 % 0,056
(123D, +81)/(10° m2-s-1) 0,003 + 0,018 0,029 + 0,068 0,030 % 0,045
(123D +8p)/(10° m2sT)  -0,052 + 0,010 -0,176 £ 0,043 -0,143 + 0,251
(123D, +81)/(10° m2-s71) 2,011 + 0,071 1,870 £ 0,081 1,719 + 0,045
(123D, +851)/(10° m2-s-1) 0,043 + 0,096 0,187 + 0,240 0,347 +0,248
(123D, +81)/(10° m2-s-1) 0,029 + 0,224 -0,020 £ 0,208 -0,275 £ 0,136
(123D5,+8p)/(10° m2sT) 0,279 + 0,128 -0,273 + 0,079 -0,068 % 0,086
(123D +851)/(10° m2-s-1) 0,706 + 0,034 0,631 + 0,023 0,583 + 0,036

Nota: corresponde a tabela 8.10 no texto principal- capitulo 8
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Tabela 4Q: Comparagao dos coeficientes de difusdo quaternarios com os
correspondentes ternarios e binarios para o sistema f-CD (1) + KCI (2) + teofilina (3) +
agua, a 298,15 K

Dt Dt Dysf Dyt Dosf Dosf Ds/f Ds,f Dsst

c=c1=¢2=¢3=2mM
D;® 0,328 0,009 0,003 -0,052 2,011 0,043 0,029 -0,279 0,706

D;® 0,324 -0,068 -0,242 1,959

D;© 0,321 -0,003 0,004 0,721
D; @ 1,847 -0,024 -0,012 0,783
D;© 0,324 1,954 0,785

c=c1=c3=¢3=5mM
D;@® 0,304 0,039 0,029 -0,176 1,870 0,187 -0,020 -0,273 0,031

D;® 0317  -0,088 0,196 1,937

D;© 0316 0,005 0,024 0,683
D; @ 1,842 0313 0,108 0,765
D;© 0,322 1,034 0,762

c=c1=¢2=¢3=10 mM
D;® 0,289 0,033 0,030 -0,143 1,719 0,347 -0,275 -0,068 0,583

D;® 0313 0,119 0,059 1,925

D;© 0,309 0,016 0,063 0,628
D; @ 1,690  -0,359 0,103 0,736
D;© 0316 1,018 0,734

2 Coeficientes de difusio quaternarios para as solugSes aquosas de f-CD (1) + teofilina (2) + KCI (3)+ 4gua ;
b Coeficientes de difusio terndrios para as solu¢des aquosas de 5-CD (1) + KCI (2); ¢ Coeficientes de difusio ternirios para
as solugdes aquosas de §-CD (1) + teofilina (2); ¢ Coeficientes de difusdo terndrios para as solugbes aquosas de KCI (1) +

teofilina (2); ¢ Coeficientes de difusio bindrios para as solugdes aquosas de f-CD, KCl e teofilina; f Unidades de D en 10-

%.m?2s; Corresponde a tabela 8.11 no texto principal- capitulo 8

- Coeficientes de difusio principais D, ,, "D, ¢ D,

O valor de "’D,, diminui cerca de 12% com o aumento da concentragio de solutos, no
intervalo de concentracdes estudado. '’D,, e "D, também variam com a concentracio, com
um decréscimo em D, de 14,5% e em "D, a atingir os 17,5%. Estas diminui¢des elevadas
nos coeficientes de difusao principais poderiam ser explicadas por um lado pelo aumento da
viscosidade das solucoes, devido ao aumento do numero de componentes em solu¢ao aquosa
e, por outro lado, por uma maior interacio entre os solutos. No entanto, as variagoes
observadas nas viscosidades dos sistemas ternarios correspondentes nao sao suficientemente
elevadas para justificar uma reducio nessa ordem, na mistura quaternaria. A explicacio mais
razoavel parece provir da formagdo de agregados entre as espécies de soluto que resultariam
numa menor mobilidade, levando a diminui¢ao dos respetivos coeficientes de difusao. Nao

. , t: 123 123
foi possivel encontrar um fator comum que permitisse prever os valores de D, “D,, e
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"’D;; a partir dos coeficientes de difusio ternirios D,,, D,, e D;; nos respetivos sistemas,
dado que as proporgoes entre os valores dos coeficientes de difusdo quaternarios e ternarios
correspondentes nao sao constantes e diminuem com o aumento da concentra¢ao de solutos
em solugdo. Portanto, esta ¢ uma evidéncia de que o tipo de interagdo que ocorre influencia
diretamente o coeficiente de difusdo, e ndo pode ser explicada como um simples processo de

associacao.

- Difusao impulsionada por gradientes de f-ciclodextrina

Ambos D,, e "’D,, aumentam em magnitude com o aumento da concentracio de
soluto e tornam-se mais negativos, indicando a existéncia de fluxos acoplados. Por
conseguinte, os valores dos coeficientes de difusio secundarios “’D,, e ”’D;, podem ser
interpretados em termos das eventuais variagoes nas interagoes entre §-CD e KCl ou f-CD e
teofilina para solugées diluidas (complexos 1:1 acima descritos). Essas relagdes também
poderiam explicar as grandes diminui¢cbes nos coeficientes de difusdo principais. Se
considerarmos que D,,/D,, da o nimero de moles de cloreto de potéssio transportado por
mole de g-CD, impelido pelo seu proprio gradiente de concentragao, pode-se considerar que
nas composi¢oes utilizadas, 1 mole de f-CD transporta, em sentido oposto ao seu gradiente
de concentragao, até 0,6 moles de cloreto de potassio. A pattir dos valotes D;,/D,, nas
mesmas composi¢oes, espera-se que uma mole de f-CD transporte em sentido oposto ao seu
gradiente de concentragdo, até 0,95 mol de teofilina. Relativamente aos coeficientes de
difusdo nos sistemas ternarios que lhes correspondem, ha pouca alteragio ao KCI

transportado pela f-CD. Ja o transporte de teofilina pela ciclodextrina na mistura quaternaria

¢ superior a0 encontrado para a teofilina na presenca apenas de f-CD .

- Difusao impulsionada por gradientes de cloreto de potdssio

Os valores encontrados para D, sio pequenos e préximos de zero, dentro do erro
experimental, ou seja, os gradientes de KCl ndo sao capazes de gerar fluxos acoplados de
B-CD, tal como verificado noutros sistemas. No entanto, o coeficiente “’D,, apresenta
valores negativos e diferentes de zero, possivelmente devido a existéncia na solugdao de
associacao entre as moléculas de teofilina e os ides potassio. Quantitativamente, pode
comprovar-se que o transporte de teofilina pelo gradiente de KCl diminui de 0,24 a 0,04
moles de teofilina contra transportados por mole de KCI difundente, no intervalo de

concentragoes estudado. A diminui¢ao na quantidade de teofilina transportada pelo gradiente
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de KCI pode ser devida a alteracdo nas interagdes preferenciais entre a teofilina e outros

componentes em soluc¢ao, especialmente a ciclodextrina.

- Difusao impulsionada por gradientes de teofilina

"”D,; é muito pequeno e tende para zero dentro do erro experimental. Como visto
anteriormente, os gradientes de teofilina sio incapazes de gerar fluxos acoplados
significativos de ciclodextrina. Relativamente a '”’D,; os seus valores aumentam com o
aumento da concentra¢io de solutos, tornando-se grandes e positivos. A pattir de D,;/D;;
espera-se que uma mole de teofilina difundente transporte na mesma direcio do seu
gradiente de concentracio até 0,6 mol de KCl, uma situacdo inversa a encontrada no sistema

aquoso KCI (1) + teofilina (2).

A partir da analise anterior dos resultados para os coeficientes de difusio principais e
secundarios da mistura quaternaria g-CD (1) + KCI (2) teofilina + (3) + agua, e dos fluxos
gerados pela difusdo destes solutos comparativamente a misturas ternarias e aos resultados
dos sistemas binarios, podem ser encontrados indicios da existéncia de competigdao entre a
teofilina e KCI para a ocupagao da cavidade da ciclodextrina, com eventual preferéncia para
o KCI. O transporte de quantidades significativas de KCI pela ciclodextrina e pela teofilina,
associado com a diminui¢ao de 15% no seu coeficiente de difusao, dio convic¢ao de que este

soluto na mistura quaternaria tende a associar-se preferencialmente a f-CD.
Nas tabelas 4R e 4S apresentam-se os valores médios dos coeficientes de difusao para o

sistema quaternario HP-4-CD (1) + KCl (2) + teofilina (3) + agua, a 298,15 K, assim como a

relagdo entre estes e os coeficientes de difusdo ternarios e binarios correspondentes.
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Tabela 4R: Coeficientes de difusdo quaternarios do sistema HP--CD (1) + KClI (2) +

teofilina (3) + agua, a 298,15 K, e respetivos desvios padrio das medidas, S,

¢/ (mol-dm-3)

0,002

0,005

0,010

(123D, £5)/(10° m2-s-1)
(123D, £5) /(10 m2-s-1)
(123D5 £51) /(109 m2-s-1)
(123D £5p)/(10° m2-s-1)
(123D, £51) /(109 m2-s-1)
(123D £51)/(10° m2-s-1)
(123D, £51) /(109 m2-s-1)
(12D3,£85p)/(10° m2-s-1)
(123D3; £85p)/(10° m2-s-1)

0,322 + 0,013
0,020 + 0,031
-0,059 + 0,026
0,149 + 0,117
2,028 + 0,091
0,230 + 0,054
0,013 + 0,097
0,470 + 0,168
0,719 + 0,049

0,311 + 0,012
0,015 + 0,010
0,031 + 0,020
0,180 + 0,093
1,940 + 0,060
0,129 + 0,101
0,014 + 0,030
-0,240 + 0,051
0,646 + 0,022

0,307 + 0,014
-0,002 + 0,017
0,003 + 0,010
0,393 + 0,375
1,842 + 0,042
0,186 + 0,120
0,258 + 0,074
0,120 + 0,014
0,556 + 0,045

Nota:

corresponde a tabela 8.12 no texto principal- capitulo 8

Tabela 4S: Comparac¢io dos coeficientes de difusao quaternarios com os

correspondentes ternarios e binarios para o sistema HP-g-CD (1) + KCl (2) + teofilina (3) +

agua, 2 298,15 K
—D77f D72f —D73f D27f D22f —D23f D}if Dﬁ‘Zf D}ﬁ‘f
c=c¢1=c¢3=c¢3=2mM
D;@& 0322 0020 -0,059 0,149 2028 0,230 -0,013 -0470 0,719
D;® 0324 0,012 0,130 1,930
D;© 0,306 0,002 0,068 0,756
D; @ 1,847 -0,024 20,012 0,783
D;© 0,319 1,954 0,785
c=c¢1=c¢3=¢3=5mM
D;@& 0311  -0,015 0031 0,180 1940 0,129  -0,014 -0,240 0,646
D;® 0317  -0,024 0,089 1,808
D;© 0,301 0,024 0,063 0,682
D; @ 1,842 -0,313 -0,108 0,765
Dy© 0314 1,934 0,762
c=c1=¢2=¢3=10mM
D;@& 0,307  -0,002 0003 0393 1842 0,18  -0,258 -0,120 0,556
D;® 0308  -0,003 0,246 1,798
D;© 0,298 -0,029 -0,009 0,548
D; @ 1,690  -0,359 0,103 0,736
D;© 0,307 1,918 0,734

2 Coeficientes de difusio quaternarios para as solu¢des aquosas de HP-F-CD (1) + teofilina (2) + KCl (3)+ agua ;

b Coeficientes de difusdo ternarios para as solugdes aquosas de HP-4-CD (1) + KCl (2); ¢ Coeficientes de difusao ternarios

para as solucoes aquosas de HP-3-CD (1) + teofilina (2); 4 Coeficientes de difusdo ternarios para as solugdes aquosas de KCI

(1) + teofilina (2); ¢ Coeficientes de difusdo binarios para as solu¢des aquosas de HP--CD, KCI e teofilina;

fUnidades de D en 109.m2.s1; corresponde 2 tabela 8.11 no texto principal- capitulo 8
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- . ~ . - 123 123 123
- Coeficientes de difusao principais '~ D,,, ""D,, e "Dy,

Verifica-se que o coeficiente de difusio "“’D,, diminui ligeiramente, cerca de 3%, com a
concentragao crescente de solutos em solucao. Este coeficiente de difusdo ¢ semelhante ao
binario correspondente e ao coeficiente de difusio ternario encontrado para os outros
sistemas em estudo (Tabela 4S) e pode ser estimado a partir destes ultimos. Foi encontrado
um fator comum entre o coeficiente de difusio quaternirio medido, ’D,,, e os valores
ternarios D,, correspondentes, e.g., ’D,, na mistura quaternaria diminui por um fator de
0,98 relativamente ao D,, no sistema HP--CD (1) + KCI (2) e 1,03 maior do que a
HP-4-CD.(1) + teofilina (2). A soma destes efeitos compensadores conduz a um valor muito
préximo do valor binario, tal como foi encontrado. Em contraste, as alteragdes em '“’D,, e
"”’D,, sio maiores. No caso de "“’D,, hda uma diminuicdo com a concentracio crescente de
solutos de 9%, embora possa ser percebido que os valores sao em geral ligeiramente mais
elevados do que os coeficientes de difusao binarios e ternarios (Tabela 4S), ou seja, para KCI
aquoso ou KCl na presenca de HP-5-CD. As maiores diferengas sao observadas no

coeficiente de difusdo principal quaternario para a teofilina, 2

D;;, com uma queda de
aproximadamente 21% com o aumento da concentra¢ao e inferior ao coeficiente de difusdao
binirio de uma solucao aquosa de teofilina ,e D;; para a teofilina na presenca de KCI
(alteragdes entre 8 e 23%). "D, também ¢ cerca de 5% menor do que o sistema ternatio
cotrespondente sem adigdo de sal (Tabela 4S). Em geral, as alteragcdes que ocorrem em D,
relativamente a D,, mostram que, dentro do erro experimental, o coeficiente de difusao
quaternario é superior ao ternario por um fator de 1,05, com a exce¢ao da concentragao mais

~ 123 .
clevada. Nao se encontrou um fator comum constante entre ~ D;; e D;; nos respetivos

sistemas.

- Difusao impulsionada por gradientes de hidroxipropil-B-ciclodextrina

Podemos observar que ambos os coeficientes de difusdo secundarios crescem em
magnitude com o aumento da concentracio de solutos. “’D,, é grande e positivo e “’D;,
negativo, mostrando claramente a existéncia de fluxo acoplado de solutos. Os valores
elevados de "“’D,, podem ser interpretados em termos da presenca de interagdes entre
HP-5-CD e o KCI em solug¢oes diluidas. Se considerarmos que D,,/D,, da o numero de
moles de KCI transportado por mole de HP--CD movido pelo seu préprio gradiente de
concentragao, pode-se considerar que nas composi¢oes utilizadas, 1 mole de HP-§-CD
difundente co-transporta 1,3 moles de cloreto de potassio. A pattir dos valores D;,/D,, nas

mesmas composi¢oes pode esperar-se que uma mole de HP-4-CD difundente transporte em
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sentido oposto ao do seu gradiente de concentra¢ao até 0,84 moles de teofilina. Esta é uma
alteragdo significativa no transporte de solutos relativamente ao ocorrido nos sistemas
ternarios correspondentes, uma vez que o transporte de teofilina, na presenca de
ciclodextrina, ocorria no mesmo sentido do gradiente de concentragao desta ultima e passa a
ocorrer em sentido oposto, além de que aumenta o transporte de KCl acoplado a

ciclodextrina.

- Difusao impulsionada por gradientes de cloreto de potdssio

Mais uma vez "“’D,, é muito pequeno e préximo de zero, dentro do erro experimental,
nao existindo fluxo acoplado de HP-§-CD produzido pelo gradiente de KCl, assim como
ocorria nos sistemas ternarios correspondentes. Os gradientes de KCl nao produzem fluxos
acoplados apreciaveis em componentes da solucao de natureza nao-eletrolitica, porque os
ides K " e CI' ttm mobilidades semelhantes e, por conseguinte, o campo elétrico gerado
durante a difusio de KCI ¢ relativamente pequeno. Relativamente a "“’D;, encontram-se
valores negativos e diferentes de zero, e uma possivel explicagdo para este facto pode provir
de que algumas moléculas de teofilina e KCI em solug¢do poderem existir como agregados
(tais como complexos #ofilina'K"). No entanto, quando se analisa o transporte de teofilina
pelo gradiente de KCl, vemos que cai com o aumento da concentragio de solutos, de 0,23
para 0,07 moles de teofilina, transportados no sentido oposto ao gradiente de concentragao,
por mole de KCI difundente, valores menores do que os encontrados no sistema teofilina+

KCL

- Difusao impulsionada por gradientes de teofilina

"”’D,; é muito pequeno e aproxima-se de zero dentro do erro experimental. Tal como
acontece com '“’D,,, os gradientes de teofilina sio incapazes de gerar fluxos acoplados
significativos de HP--CD. O mesmo ¢é observado para os sistemas ternarios
correspondentes. '“’D,; apresenta valores praticamente constantes, isto é, o transporte de
KCI por gradientes de teofilina nao se vé afetado por variagdes na concentracao dos demais

solutos em solucio.

Para o sistema aquoso HP-5-CD (1) + KCI (2) + teofilina (3) e a partir de estudos
anteriores realizados para os sistemas ternarios que o compoem, esperar-se-ia antever
resultados que evidenciassem a inclusdao da teofilina, em detrimento do KCl, na cavidade da

ciclodextrina. Na verdade, a partir dos coeficientes de difusao principais notamos que a
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difusdo de ciclodextrina é muito pouco afetada pela presenca dos outros solutos, uma
indicag¢ao de que, ao existir complexos, estes seriam de inclusdo, e verifica-se que, com o
aumento da concentracao dos solutos, os fluxos gerados pelos gradientes de concentragao
dos solutos na solu¢io tendem a uma associacao mais estavel entre ciclodextrina e teofilina,
como evidenciado pelos valores elevados e negativos. A possivel associa¢do entre a
HP-4-CD e KCI seria muito fraca, mas as moléculas de teofilina livres em solugao poderiam

ter alguma tendéncia para associar ao KCL

Em resumo, a introducdo de ides em solugao, na qual estejam presentes sistemas de
libertagao controlada de farmaco, tem efeitos sobre estes ultimos, principalmente para o caso
de p-CD, cuja associagdo com os farmacos ¢ enfraquecida pela possivel competicao para
ocupagao da cavidade entre a molécula de farmaco e os ides. Ainda assim, a hidrofobicidade
parece ser um fator importante uma vez que mesmo numa situacio em que as constantes de
associacio em solu¢do aquosa atingem valores semelhantes, a tendéncia é para seja a
molécula de farmaco aquela que, em principio, sera introduzida na cavidade, ocorrendo
associagdo com i0es através da parte exposta a0 meio ambiente ou com as moléculas de

farmaco livre em solugio.

5. Conclusdes

Caracterizaram-se os sistemas de libertacdo controlada de farmaco, em solugio aquosa,
através de um modelo ciclodextrina — farmaco a partir de uma abordagem fisico-quimica, i.e.,
definindo as suas propriedades termodinamicas e de transporte. O efeito de fatores
biolégicos, tais como a temperatura e os ides presentes em fluidos fisiologicos foi também
estudado de forma a compreender de que maneira estes sistemas podem ser influenciados
num ambiente semelhante ao encontrado no corpo humano. Pretendeu-se, desta forma,
obter informacdo ao nivel das interagdes moleculares que possam ocorrer e que tenham

aplicacdao na investigacdao farmacéutica.

Para tal utilizaram-se sistemas envolvendo dois tipos de moléculas de ciclodextrina: a
p-CD e o seu derivado hidrofilico, HP-g-CD, assim como dois farmacos com solubilidade
limitada (a cafeina e a teofilina) em virtude das suas aplicagdes farmacologicas como
estimulantes do sistema nervoso central e aplicagdes no tratamento sintomatico da asma. A
utilizagdo de dois tipos de ciclodextrinas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas

permitiu derivar o efeito dos grupos substituintes e da solubilidade da ciclodextrina na
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interacdo com o farmaco em questio. A introdugao das variaveis temperatura e presenga de
10es permitiu analisar o efeito sobre a estabilidade destes sistemas em condi¢oes que se

aproximam, dentro da medida do possivel, as de um ambiente biolégico.

O estudo destes sistemas foi realizado através da determinacio das propriedades
termodinamicas (densidade e volume molar aparente) e de transporte (viscosidade e
coeficientes de difusao mutua) de solugdes aquosas de farmaco e ciclodextrina em 3 fases.
Na primeira fase foram estudadas as solu¢bes aquosas dos farmacos e das ciclodextrinas per
si, numa segunda fase foram estudadas solugdes aquosas de farmacos com ciclodextrinas e
numa terceira fase foram estudadas solu¢des aquosas de farmacos, ciclodextrinas e ides. O
intervalo de concentragdes do estudo manteve-se, maiotitariamente, entre 0,0005 a 0,01 mol
kg', numa tentativa de coincidir, tanto quanto possivel, com as doses terapéuticas e o
ambiente fisiologico. As medigdes foram realizadas a temperaturas de (298,15 + 0,01) K e

(310,15 £ 0,01) K.

O estudo das propriedades de solugdes aquosas binarias de farmacos, cafeina e teofilina,
permitiu verificar que, em meio aquoso, ambas as xantinas tém um comportamento
semelhante no que respeita as propriedades aqui estudadas, tal como esperado, dadas as
semelhancas na estrutura que estas moléculas que apresentam (diferindo na presenga, no
caso da cafeina, de um grupo metilo no carbono 7 do anel de purina). A ambas as
temperaturas observou-se que a teofilina apresenta um valor inferior para o volume molar
parcial a concentragao infinitesimal. Da andlise dos coeficientes da equagao de Jones-Dole
para a viscosidade das solugoes destes farmacos verificou-se que, apesar da cafeina possuir
uma maior constante de associa¢ao, as interagdes que ocorrem entre as moléculas da teofilina
sao mais fortes. Ambos os compostos tém uma capacidade organizadora da estrutura do
solvente, ligeiramente superior no caso da cafeina. Os coeficientes de difusdao destas espécies
seguem a tendéncia ja observada: a cafeina possui um coeficiente de difusdo inferior, o que é
consistente, por um lado, com a sua maior massa molecular e um maior raio hidrodinamico
e, além disso, com a sua maior tendéncia para a auto-associagao e, por conseguinte, com uma

menor mobilidade.

O estudo das propriedades das solugdes aquosas de f-CD e HP--CD, permitiu verificar
que estas ciclodextrinas exibem um comportamento diferente quando estio em meio aquoso.
A ambas as temperaturas, verificou-se que as solugdes de HP-4-CD siao mais densas do que
as de f-CD, apresentando as primeiras um volume molar parcial a concentragao infinitesimal

muito mais elevado. Este facto, juntamente com o sinal positivo encontrado para o declive
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da representaciao do volume molar aparente com a concentragao de HP-4-CD, sugere que o
soluto interage fortemente com as moléculas de 4agua, incorporando um numero
relativamente grande destas na esfera de hidratagao. Para as viscosidades, verificou-se que
ambos os compostos apresentam valores positivos e elevados do coeficiente B, como seria
de esperar para compostos de alto peso molecular, maiores no caso da HP-4-CD, revelando
que esta tem uma maior capacidade de intera¢ao com o solvente, e apoiando a ideia de uma
maior hidratagdo. No que diz respeito ao coeficiente de difusdo destas espécies, em solugiao
aquosa, a HP--CD apresenta um coeficiente de difusao inferior, o que é consistente, por um
lado, com uma maior massa molecular e um raio hidrodinamico maior e, por outro lado, o
facto de as suas solucOes serem mais viscosas, tendo assim uma maior resisténcia ao
movimento. Os valores encontrados para os coeficientes de difusaio de ambas as
ciclodextrinas sio pequenos e pouco influenciados pelo aumento da concentracio da
solucdo, independentemente da temperatura. Este comportamento sugere que o grande
tamanho das moléculas de ambas as ciclodextrinas e, consequentemente, a necessidade de
encontrar espagos livres na estrutura da solugdo com o tamanho adequado, condicionam
maioritariamente, a sua difusao através da solugao. Os valores estimados para o raio
hidrodinamico, de acordo com o modelo de Stokes-Einstein, assim como os volumes
hidrodinamicos calculados a partir deles, confirmam um tamanho superior da entidade HP-§-
CD em 4gua, relativamente a f-CD, especialmente a temperatura de 310,15 K, reforcando a

ideia de uma maior hidratacao da ciclodextrina substituida.

Relativamente ao estudo da influéncia das ciclodextrinas sobre as propriedades fisico-
quimicas dos farmacos em solucio aquosa foram utilizados modelos que permitiram
quantificar as interacdes moleculares existentes em solugdo, quer por meio de medidas
resultantes da variacio do volume aparente das espécies em solugdo aquosa, quer por meio

da quantificagao dos fluxos acoplados de solutos em solu¢ao aquosa.

Assim, as solugoes aquosas de cafeina na presenca de ciclodextrinas foram estudadas e
foi comprovada a existéncia de interagdes entre o soluto cafeina e as ciclodextrinas em
solucdao. No caso da cafeina em presenca de HP-5-CD as interagdes entre estes solutos sao
caracterizadas por valores da constante de estabilidade superiores aos encontrados na
presenca de f-CD, mas apenas a 298,15 K. A temperatura fisiologica, nio ha evidéncia da
ocorréncia desta associagdo, fator de extrema importancia quando se consideram as
aplicagoes farmacoldgicas destes solutos. Na verdade, devido a sua elevada solubilidade, a

HP-g-CD ¢ a ciclodextrina com maior aplicagdo ao nivel farmacoldgico, mas é muito
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importante compreender que, a temperatura fisiolégica tais complexos nio siao estaveis. O
aumento da temperatura induzido com a entrada no organismo pode resultar em libertacdo

antecipada do farmaco longe do local de absor¢io pretendido.

Analogamente, foram estudadas as solu¢bes aquosas de teofilina, na presenca de
ciclodextrinas, e igualmente encontrada a evidéncia da existéncia de interagdes entre estas.
Sio igualmente verificadas constantes de estabilidade mais elevadas para a teofilina na
presenca de HP-B-CD, a ambas as temperaturas, diminuindo K com o aumento da
temperatura. No entanto, os nossos resultados sugerem a possivel existéncia de intera¢oes
que podem ocorrer dentro e fora da molécula de ciclodextrina, e que poderiam envolver mais
do que uma molécula de teofilina. Considerando-se que as mudangas de volume que se
encontraram no processo de complexagao para a teofilina sao razoavelmente superiores as
encontrados para a cafeina, para além das constantes de estabilidade serem de ordem
inferior, é razoavel assumir que o processo de interagao destes solutos com as ciclodextrinas,

em soluc¢do aquosa, nao ¢é tao semelhante quanto o previsto.

Além do efeito da temperatura, pretendeu-se estudar de que maneira a presenca de ides
iria influenciar a estabilidade dos sistemas de libertagcao controlada dos fairmacos em estudo.
Neste sentido foram caraterizados separadamente cada um dos componentes individuais
com os i0es e, posteriormente, estudadas as alteracSes que ocorriam quando em presenca de
uma mistura quaternaria, ou seja, uma solugao aquosa onde estio simultaneamente presentes

ciclodextrina, farmaco, ides e solvente.

Em termos de interacio farmaco-ido, esperar-se-ia encontrar algum tipo de associagao
com ides K" do meio, dado estes poderem estabelecer ligagdes com os grupos carboxilicos
C=0 e N disponiveis nas moléculas de cafeina e teofilina. Foram calculadas as constantes de
associacao destes solutos, em solu¢ao aquosa, e verificado que a hipotese de que a cafeina e a
teofilina interagissem com os ides presentes nos fluidos fisiolégicos (K') estava correta.
Podemos comprovar que ambas apresentavam uma constante de associagao cujos valores
eram bastante semelhantes. Acreditamos que as pequenas alteracGes nos valores das
constantes sao de origem estrutural. Ficou também elucidado que a teofilina seria a mais
afetada pela presenca de um eletrdlito. A estimativa dos raios hidrodinamicos destas
moléculas induzida pela presenca dos ides K™ e CI' na solugio permitiu reforcar os dados

encontrados para as constantes de associagao.
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Quanto a interagao ciclodextrina-ido, tendo em conta a presenca dos grupos hidroxilo
terminais, esperarfamos igualmente verificar a existéncia de algum tipo de interagdo, neste
caso através de pontes de hidrogénio, com o anido Cl, ou da sua inclusao na cavidade.
Obtiveram-se os valores das constantes de estabilidade desta associagio, assim como os raios
hidrodinimicos destas moléculas induzidas pela presenca dos ides K™ e CI' na solucio.
Observou-se que a interacio do Cl com a HP-5-CD ¢ mais forte do que com a §-CD, e essa

associagao ¢ favorecida a temperaturas mais baixas.

Apos a caracterizagdo de cada um destes sistemas ternarios foram caracterizadas as
misturas quaternarias ciclodextrina + farmaco + KCIL Verificamos que a introdug¢ao de ides
em solugdo, onde estejam presentes sistemas de libertagio controlada sob a forma
ciclodextrina-firmaco, tem efeito sobre estes udltimos, principalmente para o caso dos
farmacos em presenca de §-CD, pois esta associacdo é enfraquecida por possivel competi¢ao
para ocupagao da cavidade entre a molécula de farmaco e os ides presentes. Ainda assim,
parece que a hidrofobicidade é o fator mais importante, uma vez que mesmo numa situagao
em que as constantes de associagio em solugdo aquosa atingem valores semelhantes, a
tendéncia é para que seja a molécula de farmaco, em principio, introduzida na cavidade A
associacao do farmaco com os ides poderia ocorrer através da parte exposta a0 meio

circundante ou entre as moléculas livres de farmaco e os ides livres em solucio.

Desta forma, acreditamos que os resultados apresentados nesta dissertacao contribuem
para dar um maior entendimento e clareza dos fatores envolvidos nas interagoes entre as
ciclodextrinas e os farmacos e de que forma sio afetados por fatores fisiolégicos, como

temperatura e presenca de ides.
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1. Programa de adquisicion de datos

Programa 1IDET

10 LOAD BIN "HPIBS;DEV hpib7 TIME 3"

20 PRINT" PROGRAM 1DET:"
30 PRINT" kit
40 PRINT""

50 PRINT "COLLECT TAYLOR DISPERSION DATA
FROM ONE DETECTOR ONLY"

60 PRINT""

70 OPTION BASE 1

80 ! SEPARATE ALPHA FROM GRAPHICS

90 REAL
V(9000),T(9000),Dt,TO, Ti,Xmin1,Xmaxl,Yminl,Ymaxl
Xp,Yp

100 REAL
Vi(50),Vj(4,50),Tj(4,50),Xmina(4),Xmaxa(4), Ymina(4),Y
maxa(4)

110 INTEGER

Npl,Nav,Ndisc,Nd,!,J,Jend,Np,Jmin1,Ndi(4),Jmax1,Na
vt li

120 !

130 PRINT""

140 PRINT " wkk PUT DATA DISC IN RIGHT-
HAND DRIVE ***"

150 PRINT""

160 MASS STORAGE IS "C:\DATA"

170 PRINT""

180 PRINT"TYPE DATE (E.G. WEDO1MAY1990)"
190 PRINT""

200 INPUT B$

210 Ndi(1)=1

220 GOTO 360

230 Ndi(2)=0

240 Ndi(3)=0

250 Ndi(4)=0

260 !

270 ! USE DETECTOR 1?

280 !

290 PRINT""

300 PRINT "TYPE J = 1 TO TAKE READINGS
FROM DETECTOR 1 (CHANNEL 400)"

310 PRINT""

320 INPUT Ndi(1)

330 IF Ndi(1)=1 THEN GOTO 360

340 Ndi(1)=0

350 GOTO 480

360 PRINT""

370 PRINT "NAME OF DATA FILE FOR DETECTOR
1 (E.G. 01IMAY)"

380 PRINT""

390 INPUTF1$

400 PRINT""

410 PRINT "TYPE TITLE OF FILE FOR DETECTOR
1 (E.G. 1.0MNACL-401)"

420 PRINT""

430 INPUT T1$

440 GOTO 1020

450 !

460 ! USE DETECTOR 2?

470 !

480 PRINT""

490  PRINT "TYPE J = 1 TO TAKE READINGS
FROM DETECTOR 2 (CHANNEL 403)"

500 PRINT""

510 INPUT Ndi(2)

520 IF Ndi(2)=1 THEN GOTO 550

530 Ndi(2)=0

540 GOTO 670

550 PRINT""

560 PRINT "TYPE NAME OF DATA FILE FOR
DETECTOR 2 (E.G. 01MAY)"

570 PRINT""

580 INPUT F2$

590 PRINT""

600 PRINT "TYPE TITLE OF FILE FOR DETECTOR
2 (E.G. 1.0OMNACL-430)"

610 PRINT""

620 INPUT T2$

630 GOTO 1020

640 !

650 ! USE DETECTOR 3?

660 !

670 PRINT""

680 PRINT "TYPE J = 1 TO TAKE READINGS
FROM DETECTOR 3 (CHANNEL 406)"

690 PRINT""

700 INPUT Ndi(3)

710 IF Ndi(3)=1 THEN GOTO 750

720 Ndi(3)=0

730 GOTO 870

740 PRINT""

750  PRINT "TYPE NAME OF DATA FILE FOR
DETECTOR 3 (E.G. 01MAY)"

760 PRINT""

770 INPUT F3$

780 PRINT""

790 PRINT "TYPE TITLE OF FILE FOR DETECTOR
3 (E.G. 1.0MNACL-1847A)"

800 PRINT""

810 INPUT T3$

820 PRINT""

830 GOTO 1020

840 !

850 ! USE DETECTOR 47

860 !

870 PRINT""

880 PRINT "TYPE J = 1 TO TAKE READINGS
FROM DETECTOR 4 (CHANNEL 409)"

890 PRINT""

900 INPUT Ndi(4)

910 IF Ndi(4)=1 THEN GOTO 950

920 Ndi(4)=0

930 GOTO 1030

940 PRINT""

950  PRINT "TYPE NAME OF DATA FILE FOR
DETECTOR 4 (E.G. 01IMAY)"

960 PRINT""

970 INPUT F4$

980 PRINT""

990 PRINT "TYPE TITLE OF FILE FOR DETECTOR
4 (E.G. 1.0MNACL-410)"

1000 PRINT" "

1010 INPUT T4$

1020 !

1030 ON KEY 8 LABEL "END RUN" GOSUB Endit
1040 IF Ndi(1)=0 THEN GOTO 1110

1050 CREATE F1$,1

1060 ASSIGN @Path_1 TO F1$;FORMAT ON

1070 | CONTROL @Path_1,9;0

1080 OUTPUT @Path_1;T1$

1090 OUTPUT @Path_1;B$

1100 ON KEY 1 LABEL "INJ DET 1" GOSUB Tzerl
1110 IF Ndi(2)=0 THEN GOTO 1170

1120 CREATE BDAT F2$,250,128

1130 ASSIGN @Path_2 TO F2$

1140 OUTPUT @Path_2;T2%

1150 OUTPUT @Path_2;B$

1160 ON KEY 6 LABEL "INJ DET 2" GOSUB Tzer2
1170 IF Ndi(3)=0 THEN GOTO 1230

1180 CREATE BDAT F3$,250,128

1190 ASSIGN @Path_3 TO F3$

1200 OUTPUT @Path_3;T3$

1210 OUTPUT @Path_3;B$

1220 ON KEY 7 LABEL "INJ DET 3" GOSUB Tzer3
1230 IF Ndi(4)=0 THEN GOTO 1290

1240 CREATE BDAT F4$,250,128

1250 ASSIGN @Path_4 TO F4$

1260 OUTPUT @Path_4;T4$

1270 OUTPUT @Path_4;B$

1280 ON KEY 8 LABEL "INJ DET 8" GOSUB Tzer4
1290
1300 | NDISC = NO. OF POINTS READ TO DISC
PER BATCH

1310 ! NPL = MINIMUM NO. OF POINTS
PLOTTED

1320 | NAV = NO. OF READINGS AVERAGED
PER POINT

1330 ! DT = WAITING TIME WHILE
VOLTMETER IS IDLE

1340 !

1350 Ndisc=25 1 OR 10 OR 25 OR 100
1360 Npl=10

1370 J=Ndi(1)+Ndi(2)+Ndi(3)+Ndi(4) ! J = NUMBER
OF ACTIVE DETECTORS

1380 IF J<1 THEN GOTO 4140
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1390 IF J>1 THEN GOTO 4140 2290 IF I=1 THEN PRINT J,Vi(J)

1400 IF J=1 THEN Dt=8. 2300 IF J=Jmaxl THEN GOTO 2330

1410 IF J=1 THEN Nav=5 2310 IF J=Jminl THEN GOTO 2330

1420 IF J=2 THEN Dt=1. 2320 Vj(li,Nd)=Vj(li,Nd)+Vi(J)

1430 IF J=2 THEN Nav=16 2330 NEXTJ

1440 IF J=3 THEN Dt=1. 2340 !

1450 IF J=3 THEN Nav=10 2350 Vj(li,Nd)=Vj(li,Nd)/(Nav-2)

1460 IF J=4 THEN Dt=1. 2360 IF Jmax1=Jminl THEN Vj(liNd)=(Nav-
1470 IF J=4 THEN Nav=10 2)*Vj(li,Nd)/(Nav-1)

1480 IF J>4 THEN GOTO 4140 2370 V()=Vj(li,Nd)

1490 PRINT"" 2380 IF I=1 THEN PRINT "AVERAGE (- HI AND LO
1500 PRINT "WAIT TIME/S, NO. TO DISC, MIN. NO. VALUES): "Vj(li,Nd)

PLOTTED, NO. AVGD, NO. DET" 2390 !

1510 PRINT"" 2400 ! WRITE BATCH OF NDISC
1520 PRINT Dt,Ndisc,Npl,Nav-2,J POINTS TO DISC

1530 PRINT"" 2410 !

1540 ! 2420 IF Nd<Ndisc THEN GOTO 2770

1550 ! SET UP DIGITAL 2430 PRINT""

VOLTMETER 2440 PRINT" DATA WRITTEN TO DISC"
1560 ! 2450 PRINT""

1570 !OUTPUT 709;"CRESET 1,2,3,4" 2460 PRINT" | T V()"

1580 !OUTPUT 709;"CMON 4" 2470 PRINT""

1590 ASSIGN @Dmm TO 722 2480 IF li=1 THEN GOTO 2700

1600 PRINT "CLEAR DVM AND HP-IB" 2490 IF li=2 THEN GOTO 2640

1610 CLEAR 7 2500 IF li=3 THEN GOTO 2580

1620 OUTPUT @Dmm;"*RST" 2510 !

1630 WAIT 1 2520 FOR J=1 TO Ndisc

1640 'PRINT "SEND CONF:VOLT:DC" 2530 OUTPUT @Path_4;Tj(4,J),Vj(4,J)

1650 !OUTPUT @Dmm;"CONF:VOLT:DC" 2540 PRINT "> FILE 4: "Tj(4,3),Vj(4,J)

1660 !OUTPUT @Dmm;"VOLT:DC:NPLC 100" 2550 NEXTJ

1670 TO=TIMEDATE 2560 GOTO 2770

1680 Nd=0 2570 !

1690 Jend=-1 2580 FOR J=1 TO Ndisc

1700 =0 2590 OUTPUT @Path_3;Tj(3,J),Vj(3,J)

1710 PRINT"" 2600 PRINT "> FILE 3: ",Tj(3,J),V|(3,J)

1720 ! 2610 NEXTJ

1730 ! START TAKING READINGS 2620 GOTO 2770

1740 ! 2630 !

1750 IF Jend>0 THEN GOTO 3650 2640 FOR J=1 TO Ndisc

1760 ! 2650 OUTPUT @Path_2;Tj(2,),Vj(2,d)

1770 I1=1+1 2660 PRINT "> FILE 2: ",Tj(2,9),Vj(2,J)

1780 Nd=Nd+1 2670 NEXTJ

1790 Nawvt=1 2680 GOTO 2770

1800 ! 2690 !

1810 FOR li=1TO 4 2700 FOR J=1 TO Ndisc

1820 !'PRINT " I, ND, II: ",I,Nd,li 2710 OUTPUT @Path_1;Tj(1,J),Vj(1,J)

1830 ! 2720 PRINT "> FILE 1: ",Tj(1,3),Vj(1,J)

1840 IF Ndi(li))=0 THEN GOTO 3360 2730 NEXTJ

1850 ! 2740 !

1860 !IF li=1 THEN OUTPUT 709;"CLOSE 400" 2750 ! PLOT POINTS

1870 !IF li=2 THEN OUTPUT 709;"CLOSE 403" 2760 !

1880 !IF li=3 THEN OUTPUT 709;"CLOSE 406" 2770 IF I<Npl THEN GOTO 3330

1890 !IF li=4 THEN OUTPUT 709;"CLOSE 409" 2780 FOR J=1TO 30

1900 WAIT 1 2790 PRINT""

1910 ! 2800 NEXTJ

1920 Ti=TIMEDATE-TO 2810 PLOTTER IS 3,"INTERNAL"

1930 FOR J=1TO Nav 2820 GINIT

1940 OUTPUT @Dmm;"™*RST", 2830 GRAPHICS OFF

1950 OUTPUT @Dmm;"*CLS" 2840 GRAPHICS ON

1960 OUTPUT @Dmm;"CONF:VOLT:DC" 2850 WINDOW 0,130,0,100

1970 OUTPUT @Dmm;"VOLT:DC:NPLC 100" 2860 IF I=Npl THEN GOTO 3070

1980 OUTPUT @Dmm;"MEASURE:VOLT:DC? 2870 !

10.V,.00001V" 2880 IF li=1 THEN PRINT T1$

1990 ENTER @Dmm;Vi(J) 2890 IF li=2 THEN PRINT T2$

2000 NEXTJ 2900 IF li=3 THEN PRINT T3$

2010 Ti=.5*TIMEDATE-TO+Ti) 2910 IF li=4 THEN PRINT T4$

2020 Tj(li,Nd)=Ti 2920 PRINT""

2030 T()=Ti 2930 PRINT"DETECTOR " li

2040 ! 2940 PRINT""

2050 !IF li=1 THEN OUTPUT 709;"OPEN 400" 2950 PRINT "POINT "I

2060 !IF li=2 THEN OUTPUT 709;"OPEN 403" 2960 PRINT""

2070 !IF 1i=3 THEN OUTPUT 709;"OPEN 406" 2970 PRINT"TIME ",Ti

2080 !IF li=4 THEN OUTPUT 709;"OPEN 409" 2980 PRINT""

2090 ! 2990 PRINT"  "Vj(li,Nd)," VOLTS"

2100 ! TAKE AVERAGE OF NAV 3000 PRINT""

READINGS 3010 !

2110 ! (WITH THE LOWEST AND HIGHEST 3020 IF Ti<Xmina(li) THEN Xmina(li)=Ti
VALUES DELETED) 3030 IF Ti>Xmaxa(li) THEN Xmaxa(li)=Ti

2120 ! 3040 IF Vj(li,Nd)<Ymina(li) THEN Ymina(li)=Vj(li,Nd)
2130 Xmax1=-1.E+100 3050 IF Vj(li,Nd)>Ymaxa(li) THEN Ymaxa(li)=Vj(li,Nd)
2140 Xminl=1.E+100 3060 GOTO 3180

2150 ! 3070 !

2160 FOR J=1TO Nav 3080 Xmaxa(li)=-1.E+100

2170 IF Vi(J)<Xminl THEN Jmin1=J 3090 Xmina(li)=1.E+100

2180 IF Vi(J)<Xminl THEN Xmin1=Vi(J) 3100 Ymina(li)=1.E+100

2190 IF Vi(J)>Xmax1 THEN Jmax1=J 3110 Ymaxa(li)=-1.E+100

2200 IF Vi(J)>Xmax1l THEN Xmax1=Vi(J) 3120 FORJ=1TO|

2210 NEXTJ 3130 IF Tj(li,J)<Xmina(li) THEN Xmina(li)=Tj(li,J)
2220 ! 3140 IF Tj(li,J)>Xmaxa(li) THEN Xmaxa(li)=Tj(li,J)
2230 Vij(li,Nd)=0. 3150 IF Vj(li,J)<Ymina(li) THEN Ymina(li)=Vij(li,J)
2240 ! 3160 IF Vj(li,J)>Ymaxa(li) THEN Ymaxa(li)=Vj(li,J)
2250 IF I=1 THEN PRINT " " 3170 NEXTJ

2260 IF I=1 THEN PRINT "DETECTOR ",li 3180 Scxa=129./(Xmaxa(li)-Xmina(li))

2270 IF I=1 THEN PRINT " " 3190 Scya=79./(Ymaxa(li)-Ymina(li))

2280 FOR J=1TO Nav 3200 FORJ=1TO |
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3210 Xp=Scxa*(T(J)-Xmina(li))
3220 Yp=20.+(Scya*(V(J)-Ymina(li)))
3230 MOVE Xp,Yp

3240 PLOT Xp,Yp

3250 NEXTJ

3260 !

3270 !IF 1<3000 THEN GOTO 3160
3280 GOTO 3360

3290 FOR J=1 TO 1000-Ndisc

3300 V(J)=V(I+Ndisc)

3310 NEXTJ

3320 !

3330 PRINT""

3340 PRINT"FROM DETECTOR "li," TI =", Tj(li,Nd),"
VI ="Vj(li,Nd)

3350 PRINT""

3360 NEXT i

3370 !

3380 IF Nd<Ndisc THEN GOTO 3490
3390 Nd=0

3400 !IF <1000 THEN GOTO 3280
3410 GOTO 3490

3420 !

3430 FOR J=1 TO 1000-Ndisc

3440 T(J)=T(I+Ndisc)

3450 NEXTJ
3460 !

3470 1=1000-Ndisc
3480 !

3490 WAIT Dt*.1

3500 WAIT Dt*.1

3510 WAIT Dt*.1

3520 WAIT Dt*.1

3530 WAIT Dt*.1

3540 WAIT Dt*.1

3550 WAIT Dt*.1

3560 WAIT Dt*.1

3570 WAIT Dt*.1

3580 WAIT Dt*.1

3590 GOTO 1750

3600 !

3610 !

3620 ! CLOSE DOWN
3630 ! WRITE REMAINING POINTS TO
DISC, WITH -9999 AT END OF FILES

3640 !

3650 PRINT""

3660 PRINT "POINTS WRITTEN TO DISC:"

3670 PRINT""
3680
3690 Xp=-9999.
3700
3710 IF Ndi(1)=0 THEN GOTO 3790
3720 FOR J=1 TO Nd

3730 OUTPUT @Path_1;Tj(1,J),Vj(1,d)
3740 PRINT"TO FILE 1: ",Tj(1,J),Vj(1,J)
3750 NEXTJ

3760 OUTPUT @Path_1;Xp,Xp

3770 ASSIGN @Path_1 TO *

3780
3790 IF Ndi(2)=0 THEN GOTO 3870
3800 FOR J=1TO Nd

3810 OUTPUT @Path_2;Tj(2,J),Vj(2,d)
3820 PRINT "TO FILE 2: ",Tj(2,9),Vj(2,d)
3830 NEXTJ

3840 OUTPUT @Path_2;Xp,Xp

3850 ASSIGN @Path_2 TO *

3860
3870 IF Ndi(3)=0 THEN GOTO 3950
3880 FOR J=1TO Nd

3890 OUTPUT @Path_3;Tj(3,J),Vj(3,J)
3900 PRINT "TO FILE 3: ",Tj(3,J),Vj(3,d)
3910 NEXTJ

3920 OUTPUT @Path_3;Xp,Xp

3930 ASSIGN @Path_3 TO *

3940
3950 IF Ndi(4)=0 THEN GOTO 4140
3960 FOR J=1TO Nd

3970 OUTPUT @Path_4;Tj(4,J),Vj(4,J)
3980 PRINT "TO FILE 4: ",Tj(4,d),Vj(4,J)
3990 NEXTJ

4000 OUTPUT @Path_4;Xp,Xp

4010 ASSIGN @Path_4 TO *

4020
4030 GOTO 4140

4040 Tzerl: OUTPUT @Path_1;-99., TIMEDATE-TO
4050 RETURN

4060 Tzer2: OUTPUT @Path_2;-99., TIMEDATE-TO
4070 RETURN

4080 Tzer3: OUTPUT @Path_3;-99., TIMEDATE-TO
4090 RETURN

4100 Tzer4d: OUTPUT @Path_4;-99., TIMEDATE-TO
4110 RETURN

4120 Endit: Jend=1

4130 RETURN

4140 END
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2. Programa de tratamiento de datos binarios

10 ! FIT.BAS

20 1 ke

30 !

40 ! FIT TAYLOR PEAKS TO DETERMINE
BINARY DIFFUSION COEFFICIENTS

50 !

60 OPTION BASE 1

70 REAL

V(5100),T(5100),A(5),R,Xn,Yn, Tz(100),L,Flwrt,DO,Tr0,
X(1000),Y(1000)

80 REAL
B(5,5),C(5),Da(5),Sdev,Ex,Bi(5,5),Xmin,Xmax,Ymin,Y
max,Dev,Yc(1000)

90 INTEGER 1,J,K,lz,Ip,Imin,Imax,N

100 !

101 !'SEPARATE ALPHA FROM GRAPHICS

102 MERGE ALPHA WITH GRAPHICS

110 PRINT""
120 PRINT "
HAND DRIVE *****!

130 PRINT""

140 MASS STORAGE IS "A:\"

150 PRINT " TYPE NAME OF DATA FILE
BE10)"

160 INPUT Vitt$

170 ASSIGN @Path_1 TO Vit$;FORMAT ON
180 PRINT""

190 ENTER @Path_1;At$

200 ENTER @Path_1;Ct$

210 PRINT""

220 PRINT "DATA TITLE: "At$

230 PRINT""

240 PRINT Ct$

250 PRINT""

251 PRINT "TYPE MAX. POINT NUMBER IF
NEEDED (0 OTHERWISE ):"

252 PRINT""

253 INPUT Imax

254 IF Imax<1 THEN Imax=20000

260 1z=0

270 =0

280 I=I+1

290 ENTER @Path_1;T(1),V(l)

291 IF I>Imax THEN T(1)=-9999.

300 IF T(1)>0. THEN GOTO 280

310 IF T(1)<-1000. THEN GOTO 360

320 Iz=lz+1

330 Tz(Iz)=V(l)

340 I=I-1

350 GOTO 280

360 Ip=I-1

370 ASSIGN @Path_1TO*

380 |IF Iz>0 THEN GOTO 640

390 PRINT""

400 PRINT " TYPE NAME OF TIME ZERO FILE
(E.G. BE102)"

410 PRINT""

420 INPUT Vitz$

430 ASSIGN @Path_2 TO Vttz$

440 !

450 ENTER @Path_2;Bt$

460 ENTER @Path_2;Td$

470 PRINT""

480 PRINT "DATA TITLE: ",Bt$

490 PRINT""
500 PRINT Td$
510 PRINT""
520 !

530 !

540 1z=0

550 PRINT" |
560 PRINT""
570 FOR I=1 TO 100

580 ENTER @Path_2;Tz(l)

590 PRINT I, Tz(l)

600 IF Tz(l)<0. THEN GOTO 630

610 Iz=Iz+1

620 NEXTI

630 ASSIGN @Path_2 TO *

640 PRINT""

650 PRINT "THERE ARE ",Ip," POINTS AND " 1z,"
INJECTIONS"

Fkkkk

PUT DATA DISC IN RIGHT-

(EG.

READ INJECTION TIMES

T(INJECTION)"

Programa FIT4D

660
670
680

PRINT""
!
PRINT "TYPE TUBE LENGTH/CM, RADIUS/CM,

RETENTION TIME/CM "

681
682
683
690
700
710
720
730
731
732
740
750

PRINT""
PRINT "ASSUMING 2 CM/HR CHART SPEED"
PRINT""
PRINT""
PRINT "E.G.
PRINT""
INPUT L,R,Flwrt
1Tr0=3.141592654*60.*R*R*L/Flwrt
TrO=Flwrt*3600/2.
Flwrt=3.141592654*R*R*L*60./Tr0
PRINT""

PRINT "LENGTH, RADIUS, FLOW RATE,

3117., 0.04515, 11.3"

RETENTION TIME "

760
770
780
790
800

PRINT""

PRINT L,R,Flwrt, TrO

PRINT""

!

! PLOT POINTS IMIN TO

IMAX

810
820
THIS
830
840
850
860
870
880
890
900
910
920
930
940
950
960
970
980
990
1000
1010
1020
1030
1040
1050
1060
1070
1080
1090
1100
1110
1120
1130
1140
1150
1160
1170
1180
1190
1200
1210
1220
1230
1240
1250
1260
1270
1280
1290
1300
1310
1320
1330

|

PRINT "TYPE IMIN, IMAX TO PLOT POINTS IN
RANGE (IMIN <0 TO EXIT)"
PRINT" (THERE ARE ",Ip," POINTS)"
PRINT""

INPUT Imin,Imax

PRINT""

IF Imin>Imax THEN GOTO 820
IF Imax>Ip THEN GOTO 820

IF Imin<0 THEN GOTO 1300
FOR J=1TO 30

PRINT""

NEXT J

PRINT At$

PRINT Ct$

PRINT "POINTS ",Imin,"” TO ",Imax
PLOTTER IS 3,"INTERNAL"
GINIT

GRAPHICS OFF

GRAPHICS ON

WINDOW 0,130,0,100
Xmax=-1.E+100

Xmin=1.E+100

Ymin=1.E+100

Ymax=-1.E+100

FOR J=Imin TO Imax

IF T(J)<Xmin THEN Xmin=T(J)
IF T(J)>Xmax THEN Xmax=T(J)
IF V(J)<Ymin THEN Ymin=V(J)
IF V(J)>Ymax THEN Ymax=V(J)
NEXT J

Scx=129./(Xmax-Xmin)
Scy=40./(Ymax-Ymin)

FOR J=Imin TO Imax
Xp=Scx*(T(J)-Xmin)
Yp=40.+(Scy*(V(J)-Ymin))
MOVE Xp,Yp

PLOT Xp,Yp

IPRINT J

NEXTJ

PRINT "™

PRINT "POINTS “,Imin," TO “,Imax
PRINT "™

PRINT “TYPE J >0 TO PLOT MORE POINTS"
PRINT "™

INPUT J

IF J>0 THEN GOTO 820

1

! FIT CURVE

! IDENTIFY TIME ZERO:

1

GRAPHICS OFF

PRINT "™

PRINT "TO SHOULD BE NEAR *“-

Tro+(.5*(T(Imin)+T(Imax)))

1340
1350
1360
1370

PRINT""

PRINT "LIST OF TO VALUES:"
PRINT""

FORJ=1TO Iz

309
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310

1380 PRINT Tz(J)

1390 NEXTJ

1400 PRINT""

1410 PRINT"TYPE TO:"

1420 PRINT""

1430 INPUT TO

1440 PRINT""

1450 !

1460 N=Imax-Imin+1

1470 FOR J=Imin TO Imax

1480 I=J-Imin+1

1490 X())=T(J)-T0

1500 Y()=V(J)

1510 !PRINT J,X(1), Y())

1520 NEXTJ

1530 !

1540 ! ESTIMATE INITIAL PARAMETER
VALUES

1550 !

1560 PRINT""

1570 PRINT "TYPE ESTIMATE OF D/ 10 E-5 CM2 S-
1 (E.G.0.5FOR SUCROSE)"

1580 INPUT DO

1590 PRINT""

1600 A(5)=(Y(N)-Y(1))*Tro/(X(N)-X(1))

1610 A(4)=Y(1)-(A(B)*X(1)/Tr0)

1620 A(2)=1.2E-4*DO/(R*R)

1630 !

1640 Ymax=-1.E+100

1650 Ymin=A(4)+A(5)

1660 FORJ=1TON

1670 IF (Y(J)-Ymin)*2>Ymax THEN GOTO 1690
1680 GOTO 1710

1690 Jmax=J

1700 Ymax=(Y(J)-Ymin)"2

1710 NEXTJ

1720 A(1)=Y(Imax)-Ymin
1730 A(3)=1.E-5*X(Jmax)
1740 !

1750 PRINT " 1760 !
1770 !
IMPROVEMENTS
1780 !

1790 Sdev=0.

1800 MAT B=(0)
1810 MAT C=(0)
1820 Da(4)=1.

1830 !

1840 FORJ=1TON
1850 Ex=EXP((-A(2))*((X(J)-(1.E+5*A(3)))"2)/X(J))
1860 Dev=Y(J)-A(4)-(A(5)*X(J)/Tr0)-
(AL)*Ex*SQR(Tro/X(J)))

1870 Yc(J)=Y(J)-Dev

1880 Sdev=Sdev+(Dev*Dev)

1890 Da(3)=SQR(Tr0/X(J))

1900 Da(1)=Da(3)*Ex

1910 Da(2)=(-A(1))*Da(3)*((X(J)-
(L.E+5*A3))"2)*EXIX(J)

1920 Da(3)=Da(3)*A(1)*A(2)*2.E+5*(X(J)-
(1.E+5*A(3)))*ExX/X(J)

1930 Da(5)=X(J)/Tr0

1940 !

1950 FOR =1 TO 5

1960 C(l)=C(l)+(Dev*Da(l))

1970 FORK=ITO 5

1980 B(l,K)=B(l,K)+(Da(l)*Da(K))

1990 NEXTK

2000 IF I=K THEN GOTO 2010

2010 NEXTI

2020 !

2030 FOR =2 TO5

2040 FORK=1TO I-1

2050 B(1,K)=B(K,I)

2060 NEXTK

2070 NEXTI

2080 !

2090 NEXTJ

2100 !

2110 ! PLOT MEASURED AND
FITTED POINTS

2120 !

2130 FOR I=1 TO 35

2140 PRINT""

2150 NEXTI

2160 GINIT

2170 PLOTTER IS 3,"INTERNAL"

2180 GRAPHICS ON

2190 WINDOW 0,130,0,100

2200 Xmax=-1.E+100

2210 Xmin=1.E+100

2220 Ymax=-1.E+100

2230 Ymin=1.E+100

2240 FORJ=1TON

2250 IF X(J)>Xmax THEN Xmax=X(J)

2260 IF X(J)<Xmin THEN Xmin=X(J)

CALCULATE PARAMETER

2270 IF Y(J)>Ymax THEN Ymax=Y(J)
2280 IF Y(J)<Ymin THEN Ymin=Y(J)
2290 NEXTJ

2300 Scx=129./(Xmax-Xmin)

2310 Scy=85./(Ymax-Ymin)

2320 FORJ=1TON

2330 Xp=Scx*(X(J)-Xmin)

2340 Yp=10.+(Scy*(Y(J)-Ymin))
2350 MOVE Xp-.5,Yp

2360 DRAW Xp+.5,Yp

2370 MOVE Xp,Yp-.5

2380 DRAW Xp,Yp+.5

2390 MOVE Xp-.5,Yp-.5

2400 DRAW Xp+.5,Yp-.5

2410 MOVE Xp+.5,Yp-.5

2420 DRAW Xp+.5,Yp+.5

2430 MOVE Xp+.5,Yp+.5

2440 DRAW Xp-.5,Yp+.5

2450 MOVE Xp-.5,Yp+.5

2460 DRAW Xp-.5,Yp-.5

2470 NEXTJ

2480 !

2490 FORJ=1TON

2500 Xp=Scx*(X(J)-Xmin)

2510 Yp=(Scy*(Yc(d)-Ymin))+10.
2520 IF J>1 THEN GOTO 2550

2530 MOVE Xp,Yp

2540 GOTO 2560

2550 PLOT Xp,Yp

2560 NEXTJ

2570 WAIT 3

2580 GRAPHICS OFF

2590
2600 !
2610 Sdev=SQR(SdeV/N)

2620 MAT Bi=INV(B)

2630 MAT Da=Bi*C

2640 PRINT""

2650 PRINT "PARAMETER CHANGE %
STAND. DEV."

2660 FOR =1 TO5

2670 PRINT
LA(1),Da(l),(SQR(N*BI(l,1)))*Sdev*100/A(l)

2680 NEXT I

2690 PRINT""

2700 !
2710 !IFORJ=1TON

2720 !'Dev=Y(J)-Yc(J)

2730 !PRINT J,X(J),Y(J),100.*(Y(J)-Yc(J))/A(1)

2740 INEXTJ

2750 PRINT""

2760 PRINT At$

2770 PRINT Ct$

2780 PRINT""

2790 PRINT "STANDARD DEVIATION IN VOLTAGE
READINGS (AS % OF MAX VOLTAGE)"

2800 PRINT 100.*SdeV/SQR(A(1)*A(1))

2810 PRINT""

2820 PRINT"D/10E-5CM2S-1 " A(2)*R*R/1.2E-
4

2830 PRINT" "
2840 PRINT "% CHANGE IN D
*100.*Da(2)/A(2)
2850 PRINT" "
2860 PRINT “ ST. DEV. (D/10E-5

CM2/S" (SQR(N*BI(2,2)))*Sdev<100./A(2)
2870 PRINT" "

2880 PRINT "TRO, TR, ST. DEV.(TR) / SEC"

2890 PRINT
Tr0,1.E+5*A(3),1.E+5*Sdev*SQR(N*B(3,3))

2900 PRINT""

2910 PRINT "VMAX, ST. DEV.(VMAX) / VOLT *

2920 PRINT A(1),Sdev*SQR(N*BI(1,1))

2930 PRINT" "

2940
2950
2960
2970 PRINT " TYPE J > 0 TO ITERATE"

2980 PRINT"*

2990 INPUT J

3000 IF J<1 THEN GOTO 3060

3010 FOR I=1 TO 5

3020 A()=A(l)+Da(l)

3030 NEXTI

3040 GOTO 1790

3050 !

3060 PRINT" "

3070 PRINT " TYPE J > 0 TO PLOT FIT OTHER
POINTS"

3080 PRINT" "

3090 INPUT J

3100 IF J>0 THEN GOTO 820

3110 !

3120 END

ITERATE?
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3. Programa de tratamiento de datos ternarios

Programa DIKO03SL
760 IF Tz(I)<0. THEN GOTO 800

10 Mainsub 770 lz=lz+1
20 END 780 PRINT I, Tz(l)
30 SUB Mainsub 790 NEXTI
40 PRINT"" 800 ASSIGN @Path_2 TO*
50 PRINT"" 810 PRINT""
60 ! DIK03.BAS 820 PRINT "THERE ARE ",Ip," POINTS AND ",Iz," INJECTIONS"
70 PRINT" kdkckokokokokt! 830 PRINT™""
80 PRINT"" 840 !
90 PRINT"" 850 PRINT"TYPE TUBE LENGTH/CM, RADIUS/CM, RETENTION
100 ! TIME/CM"
110 PRINT" FIT TAYLOR PEAKS TO DETERMINE TERNARY 860 PRINT""
DIFFUSION COEFFICIENTS" 870 PRINT "(ASSUMING 2 CM PER HOUR CHART SPEED)"
120 PRINT" USING EIGENVALUES AND PRE-EXPONENTIAL 880 PRINT""
FACTORS" 890 PRINT"E.G. 3117, 0.04515, 112 "
130 PRINT"" 900 PRINT""
140 PRINT"" 910 INPUT L,R,Flwrt
150 ! 920 Tr0=3.141592654*60.*R*R*L/Flwrt
160 OPTION BASE 1 930 Tr0=3600.*Flwrt/2.
170 REAL 940 Flwrt=3.141592654*R*R*L*60/Tr0
V(9000),T(9000),Tz(15),L,Flwrt,Tr,Tr0,Sdev,R1,R2,D11,D12,D021,D22 950 PRINT""
180 REAL 960 PRINT "LENGTH, RADIUS, FLOW RATE, RETENTION TIME "
Xmin,Xmax,Ymin,Ymax,M1i,M2i,Dd,M1(5),M2(5),TO,F,Fp,Xp,Yp,Ti 970 PRINT""
190 REAL 980 PRINT L,R,Flwrt,Tr0
B(24,24),C(24),Da(24),A(24),Bi(24,24),X(5,1999),Y(5,1999),Yc(5,1999) 990 PRINT""
200 REAL 1000 PRINT "TYPE MOLAR REFRACTIVITIES R1, R2 (IF KNOWN, OR
F11,F12,F21,F22,A1,A2,D1,D2,Am(2,2),Ak(2),Ri(2),Ar(5),Ami(2,2) 1,1)
210 REAL 1010 PRINT""
Ex1,Ex2,ALW1,W2,Dm(2,2),Cm(2,2),Ymaxx,Sql,5q2,Cf,Wd1,Wd2,Wa Wb 1020 INPUT R1,R2
220 REAL Dc1(2),Dc2(2) 1030 PRINT""
230 INTEGER 1040 PRINT
1,3,K,1z,Ip,Imin,Imax,N,Npk,Nk(5),Kk,Jmax,Jj,Jden,Jcou,lflag 1050 PRINT
240 ! 1060 PRINT "type DC1, DC2 for peak I: "
250 Iflag=-1 1070 PRINT
251 Iflagpr=1 1080 INPUT Dc1(1),Dc2(1)
260 !SEPARATE ALPHA FROM GRAPHICS 1090 PRINT
270 PRINT"" 1100 PRINT
280 PRINT"  *x pUT DATA DISC IN RIGHT-HAND DRIVE = ***" 1110 PRINT "type DC1, DC2 for peak II:"
290 PRINT"" 1120 PRINT
300 MASS STORAGE IS "c:\hpbasic\data" 1130 INPUT Dc1(2),Dc2(2)
310 PRINT"" 1140 PRINT
320 PRINT" TYPE NAME OF DATA FILE (E.G. BE10)" 1150 PRINT
330 PRINT"" 1160 !
340 INPUT Vit$ 1170 ! PLOT POINTS IMIN TO IMAX
350 ASSIGN @Path_1 TO Vit$;FORMAT ON 1180 !
360 ENTER @Path_1;At$ 1190 Npk=0
370 ENTER @Path_1;Ct$ 1200 Nk(3)=0
380 PRINT"" 1210 Nk(4)=0
390 PRINT "DATA TITLE "At$ 1220 Nk(5)=0
400 PRINT"" 1230 PRINT "TYPE IMIN, IMAX TO PLOT POINTS IN THIS RANGE (IMIN
410 PRINT Ct$ <0 TO EXIT)"
420 PRINT"" 1240 PRINT" (THERE ARE "“,Ip," POINTS)"
430 ! 1250 PRINT""
440 ! READ DATA FROM FILES 1260 INPUT Imin,Imax
450 ! 1270 PRINT""
460 1z=0 1280 IF Imin>lmax THEN GOTO 1230
470 1=0 1290 IF Imax>lp THEN GOTO 1230
480 I=1+1 1300 IF Imin<O THEN GOTO 1770
490 ENTER @Path_1;T(1),V(l) 1310 FOR J=1TO 30
500 !PRINT I 1320 PRINT""
510 IF T(1)>0. THEN GOTO 480 1330 NEXTJ
520 IF T(1)<-1000. THEN GOTO 560 1340 PRINT At$
530 Iz=Iz+1 1350 PRINT Ct$
540 Tz(lz)=V(l) 1360 PRINT"POINTS "“,Imin," TO ",Imax
550 GOTO 490 1361 GINIT
560 Ip=I-1 1362 GCLEAR
570 ASSIGN @Path_1 TO * 1363 KEY LABELS OFF
580 IF 1z>0 THEN GOTO 810 1370 PLOTTER IS 3,"INTERNAL";COLOR MAP
590 PRINT"" 1410 WINDOW 0,130,0,100
600 PRINT "TYPE NAME OF TZERO FILE: " 1411 WAIT1
610 PRINT"" 1412 AREAPEN 1
620 INPUT Vitz$ 1413 MOVE 0,0
630 ASSIGN @Path_2 TO Vitz$ 1414 RECTANGLE 130,100,FILL
640 ENTER @Path_2;Bt$ 1415 WAIT 1
650 ENTER @Path_2;Td$ 1417 PENO
660 PRINT"" 1420 Xmax=-1.E+100
670 PRINT "DATA TITLE: ",Bt$ 1430 Xmin=1.E+100
680 PRINT"" 1440 Ymin=1.E+100
690 PRINT Td$ 1450 Ymax=-1.E+100
700 PRINT™" 1460 FOR J=Imin TO Imax
710 1z=0 1470 IF T(J)<Xmin THEN Xmin=T(J)
720 PRINT" | TZERO(l)" 1480 IF T(J)>Xmax THEN Xmax=T(J)
730 PRINT"" 1490 IF V(J)<Ymin THEN Ymin=V(J)
740 FOR I=1 TO 100 1500 IF V(J)>Ymax THEN Ymax=V(J)
750 ENTER @Path_2;Tz(l) 1510 NEXTJ

311
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1520
1530
1540
1550
1560
1570
1580
1590
1600
1610
1620
1630
1640
1641
1642
1644
1645
1646
1647
1648
1649
1650
1651
1652
1653
1654
1655
1657
1660
1670
1680
1690

Scx=129./(Xmax-Xmin)
Scy=85./(Ymax-Ymin)

1

FOR J=Imin TO Imax
Xp=Scx*(T(J)-Xmin)
Yp=15.+(Scy*(V(J)-Ymin))
MOVE Xp,Yp

PLOT Xp,Yp

IPRINT" "

IPRINT J

IPRINT" "

NEXTJ

1

WAIT 2

IF Iflagpr<0 THEN GOTO 1660
PRINT

PRINT "type j > 0 to print peaks"
PRINT

INPUT J

IF J<1 THEN Iflagpr=-1

IF Iflagpr<0 THEN GOTO 1660
KEY LABELS OFF

CLEAR SCREEN

ASSIGN @lii TO 10

OUTPUT @lii;"screen dump"
OUTPUT @lii

DUMP GRAPHICS

WAIT 30

PRINT""

PRINT "POINTS ",Imin," TO ",Imax
PRINT""

PRINT"TYPE J >0 TO PLOT MORE POINTS, J =0 TO FIT THESE

POINTS"

1700
1710
1720
1730
1740
1750
1760
1770
1780
1790
1800
1810
1820
1830
1840
1850
1860
1870
1880
1890
1900
1910
1920
1930
1940
1950
1960
1970
1980
1990
2000
2010
2020
2030
2040
2050
2060
2070
2080
2090
2100
2110
2120
2130
2140
2150
2160
2170
2180
2190
2200
2210
2220

PRINT"
PRINT""
INPUT J
IF J>0 THEN GOTO 1230

]

! CHOOSE NPK PEAKS TO BE FITTED

| IDENTIFY TIME ZERO:

]

GRAPHICS OFF

PRINT""

PRINT "TO SHOULD BE NEAR ",-TrO+(.5*(T(Imin)+T(Imax)))
PRINT""

PRINT "LIST OF TO VALUES:"

PRINT""

FORJ=1TO Iz

PRINT Tz(J)

NEXT J

PRINT""

PRINT "TYPE TO:"

PRINT""

INPUT TO

PRINT""

Npk=Npk+1

IPRINT "PEAK ",Npk

IF Npk=5 THEN PRINT "THIS IS THE LAST PEAK!"

IF Npk>5 THEN PRINT "TOO MANY PEAKS!"

]

N=Imax-Imin+1

NKk(Npk)=N

FOR J=Imin TO Imax

1=J-Imin+1

X(Npk,)=T(J)-TO

Y(Npk,)=V(J)

IPRINT J,X(NpK,1), Y(NpK, 1)

NEXTJ

]

IPRINT " "

IPRINT "DELTA C1(0), DELTA C2(0) (ARBITRARY UNITS)"
IPRINT " "

HINPUT M1(Npk),M2(Npk)

PRINT

PRINT

PRINT "“type injection solution number (1 or 2): "

PRINT

INPUT J

PRINT

PRINT

M1(Npk)=Dc1(J)

M2(Npk)=Dc2(J)

PRINT

PRINT

PRINT " "

PRINT "TYPE J > 0 TO ENTER MORE PEAKS, J = 0 TO FIT PEAKS

(MAX. 500 POINTS PER PEAK)"

(MAX. 5)"

2230
2240
2250
2260
2270
2280
2290
2300

PRINT" "

INPUT J

IF J>0 THEN GOTO 1230

!

! ESTIMATE INITIAL PARAMETER VALUES

!

PRINT " "

PRINT"TYPE D1, D2, A, B ESTIMATES (E.G. .5,1.7,0., 1.)"

312

2310
2320
2330

2340 !
2350 !
2360 !
2370 !
2380 !
2390 !
2400 !
2410 !

2420
2430
2440
2450
2460
2470
2480
2490
2500
2510
2520
2530
2540
2550
2560
2570
2580
2590
2600
2610
2620
2630
2640
2650
2660
2670
2680
2690
2700
2710
2720
2730
2740
2750
2760
2770
2780
2790
2800
2810
2820
2830
2840
2850
2860
2870
2880
2890
2900
2910
2920
2930
2940
2950
2960
2970
2980
2990
3000
3010
3020
3030
3040
3041
3043
3050
3051
3052
3060
3070
3080
3090
3100
3110
3120
3130
3140
3150
3160
3170
3180
3190
3200
3210

PRINT""
INPUT A(1),A(2),A(4),A3)

PRINT""

1

! ESTIMATE PARAMETERS FOR EACH OF THE NPK PEAKS
1

! A(4K+1) = RETENTION TIME OF PEAK K

! A(4K+2) = PEAK HEIGHT

! A(4K+3) = BASELINE

! A(4K+4) = BASELINE SLOPE

1

FOR K=1 TO Npk

Kk=4*K
A(Kk+4)=(Y(K,Nk(K))-Y (K,1))* Tro/(X(K,Nk(K))-X(K,1))
A(Kk+3)=Y(K,1)-(A(Kk+4)*X(K,1)/Tr0)
Ymin=A(Kk+3)+A(Kk+4)

Ti=0.

Tr=0.

Ymax=0.

FOR J=1 TO Nk(K)
Xmin=A(Kk+3)+(A(Kk+4)*X (K,J)/Tr0)
Xp=((Y(K,J)-Xmin)"2)*.5

Ti=Ti+(J*Xp)

Tr=Tr+(X(K,J)*Xp)

Ymax=Ymax+Xp

NEXTJ

Tr=Tr/Ymax

A(Kk+1)=1.E-5*Tr

Ti=Ti/Ymax

Jmax=Ti
A(Kk+2)=Y(K,IJmax)-A(Kk+3)-(A(Kk+4)*X (K,IJmax)/ Tr0)
NEXT K

PRINT" "

PRINT "INITIAL PARAMETER VALUES"
PRINT""

FOR J=1 TO 4*(Npk+1)

PRINT J,AJ)

NEXTJ

1

! CALCULATE PARAMETER IMPROVEMENTS
1

Sdev=0.

MAT B=(0)

MAT Bi=(0)

MAT C=(0)
Jden=Nk(1)+NKk(2)+Nk(3)+NKk(4)+Nk(5)
Jcou=0

1

1

SAL=SQR(A(L))

Sq2=SQR(A(2)

FOR K=1 TO Npk

1

MAT Da=(0.)

Kk=4*K

Da(Kk+3)=1.

M1i=M1(K)

M2i=M2(K)

Tr=1.E+5*A(Kk+1)
Al=(R1*M1i)/((R1*M1i)+(R2*M2i))
W1=A(4)+(AI*A(3))
Cf=.5/(((Sq1*W1)+(Sq2*(1.-W1)))"2)
Wd1=W1*W2*Cf*Sq2/Sql
Wd2=-(Wd1*A(1)/A(2))
Wa=2.*Cf*Sq1*Sq2

Whb=Wa*Al
W1=(Sql*W1)/((Sq1*W1)+(Sq2*(1.-W1)))
W2=1.-w1

1

FOR J=1 TO Nk(K)

Ti=X(K,J)

Da(Kk+4)=Ti/Tr0
Ymin=A(Kk+2)*SQR(Tr0/Ti)
Xmin=1.2E-4*(Ti-Tr)*(Tr-Ti)/(R*R*Ti)
Ex1=0.

IF Xmin*A(1)<-230. THEN GOTO 3051
EX1=Ymin*EXP(Xmin*A(1))

Ex2=0.

IF Xmin*A(2)<-230. THEN GOTO 3070
Ex2=Ymin*EXP(Xmin*A(2))
Da(1)=(Xmin*Ex1*W 1)+((Ex1-Ex2)*Wd1)
Da(2)=(Xmin*Ex2*W 2)+((Ex1-Ex2)*Wd2)
Da(3)=Al*(Ex1-Ex2)*Wb
Da(4)=(Ex1-Ex2)*Wa
Yc(K,J)=(W1*Ex1)+(W2*Ex2)
Da(Kk+2)=Yc(K,J)/A(Kk+2)
Yc(K,J)=Yc(K,J)+A(Kk+3)+(A(Kk+4)*Ti/Tr0)

Da(Kk+1)=24 *(Ti-Tr)*((W L*A(L)*EXL)+(W 2*A(2)*Ex2)) (R*R*Ti)

Ymax=Y(K,J)-Yc(K,J)
Sdev=Sdev+(Ymax*Ymax)

1

FOR =1 TO 4
C()=C(l)+(Da(l)*Ymax)
C(I+KKk)=C(I+Kk)+(Ymax*Da(l+KKk))
FOR Jj=1 TO 4
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3220 B(1,Jj)=B(I,Jj)+(Da(l)*Da(Jj)) 4170 IF J>1 THEN GOTO 4200

3230 B(I+Kk,Jj+Kk)=B(I+Kk,Jj+Kk)+(Da(l+Kk)*Da(Jj+Kk)) 4180 MOVE Xp,Yp

3240 NEXTJj 4190 GOTO 4210

3250 NEXTI 4200 PLOT Xp,Yp

3260 FOR I=1 TO 4 4210 NEXTJ

3270 FOR Jj=Kk+1 TO Kk+4 4220 WAIT 1

3280 B(1,J)=B(l,Jj)+(Da(l)*Da(Jj)) 4230 NEXTK

3290 NEXT Jj 4240 !

3300 NEXTI 4250 WAIT 2

3310 ! 4260 !

3320 ! 4270 ! PLOT RESIDUALS
3330 !Jcou=Jcou+l 4280 !

3340 1Jj=(100.*Jcou)/Jden 4290 FOR J=1TO 35

3350 !PRINT Jj 4300 PRINT""

3360 NEXTJ 4310 NEXTJ

3370 ! 4320 GRAPHICS OFF

3380 NEXTK 4330 !

3390 ! 4340 ! CLEAR SCREEN

3400 FOR I=2 TO 4*(1+Npk) 4350 !

3410 FOR Jj=1TO I-1 4360 FOR I=1 TO 35

3420 B(1,Jj)=B(Jj.)) 4370 IPRINT""

3430 NEXTJj 4380 NEXTI

3440 NEXTI 4390 GINIT

3450 IF Npk=5 THEN GOTO 3500 4400 PLOTTER IS 3,"INTERNAL"

3460 FOR I=4*(Npk+1)+1 TO 24 4410 GRAPHICS ON

3470 C(l)=1. 4420 WINDOW 0,130,0,100

3480 B(l,1)=1. 4430 !

3490 NEXTI 4440 !

3500 PRINT"" 4450 !

3510 PRINT "LEAST SQARES MATRIX ASSEMBLED" 4460 IPRINT""

3520 PRINT"" 4470 Xmax=-1.E+100

3530 ! PLOT MEASURED AND FITTED POINTS 4480 Xmin=1.E+100

3540 ! 4490 Ymax=-1.E+100

3550 ! CLEAR SCREEN 4500 Ymin=1.E+100

3560 ! 4510 FOR K=1 TO Npk

3570 FOR I=1 TO 35 4520 FOR J=1 TO Nk(K)

3580 IPRINT"" 4530 IF X(K,J)>Xmax THEN Xmax=X(K,J)
3590 NEXT I 4540 IF X(K,J)<Xmin THEN Xmin=X(K,J)
3600 GINIT 4550 IF Y(K,J)-Yc(K,J)>Ymax THEN Ymax=Y(K,J)-Yc(K,J)
3610 PLOTTER IS 3,"INTERNAL" 4560 IF Y(K,J)-Yc(K,J)<Ymin THEN Ymin=Y(K,J)-Yc(K,J)
3620 GRAPHICS ON 4570 NEXTJ

3630 WINDOW 0,130,0,100 4580 NEXTK

3640 ! 4590 ! SCALE DATA FOR PLOT
3650 ! 4600 Scx=129./(Xmax-Xmin)

3660 ! 4610 Scy=85./(Ymax-Ymin)

3670 IPRINT"" 4620 Ymax=-2100.

3680 Xmax=-1.E+100 4630 FOR J=1TO 41

3690 Xmin=1.E+100 4640 Ymax=Ymax+100.

3700 Ymax=-1.E+100 4650 Xp=64.5+(Scx*Ymax)

3710 Ymin=1.E+100 4660 MOVE Xp,10.

3720 FOR K=1 TO Npk 4670 DRAW Xp,12.

3730 FOR J=1 TO Nk(K) 4680 NEXTJ

3740 IF X(K,J)>Xmax THEN Xmax=X(K,J) 4690 !PRINT""

3750 IF X(K,J)<Xmin THEN Xmin=X(K,J) 4700 !PRINT "TICKS 100 SECONDS APART"
3760 IF Y(K,J)>Ymax THEN Ymax=Y(K,J) 4710 'PRINT""

3770 IF Y(K,J)<Ymin THEN Ymin=Y(K,J) 4720 FOR K=1 TO Npk

3780 NEXTJ 4730 IPRINT" "

3790 NEXTK 4740 PRINT "PEAK " K

3800 ! SCALE DATA FOR PLOT 4750 IPRINT""

3810 Scx=129./(Xmax-Xmin) 4760 FOR J=1 TO Nk(K)

3820 Scy=85./(Ymax-Ymin) 4770 Xp=64.5+(Scx*(X(K,J)-(1.E+5*A((4*K)+1))))
3830 Ymax=-2100. 4780 Yp=10.+(Scy*(Y(K,J)-Yc(K,J)-Ymin))
3840 FOR J=1TO 41 4790 MOVE Xp-.1,Yp

3850 Ymax=Ymax+100. 4800 DRAW Xp+.1,Yp

3860 Xp=64.5+(Scx*Ymax) 4810 MOVE Xp,Yp-.1

3870 MOVE Xp,10. 4820 DRAW Xp,Yp+.1

3880 DRAW Xp,12. 4830 MOVE Xp-.1,Yp-.1

3890 NEXTJ 4840 DRAW Xp+.1,Yp-.1

3900 !PRINT"" 4850 MOVE Xp+.1,Yp-.1

3910 !PRINT "TICKS 100 SECONDS APART" 4860 DRAW Xp+.1,Yp+.1

3920 IPRINT"" 4870 MOVE Xp+.1,Yp+.1

3930 FOR K=1 TO Npk 4880 DRAW Xp-.1,Yp+.1

3940 IPRINT"" 4890 MOVE Xp-.1,Yp+.1

3950 !PRINT "PEAK ",K 4900 DRAW Xp-.1,Yp-.1

3960 PRINT"" 4910 NEXTJ

3970 FOR J=1 TO Nk(K) 4920 !

3980 Xp=64.5+(Scx*(X(K,J)-(1.E+5*A((4*K)+1)))) 4930 !FOR J=1 TO Nk(K)

3990 Yp=10.+(Scy*(Y(K,J)-Ymin)) 4940 1Xp=64.5+(Scx*(X(K,J)-(1.E+5*A((4*K)+1))))
4000 MOVE Xp-.1,Yp 4950 !Yp=(Scy*(Yc(K,J)-Ymin))+10.
4010 DRAW Xp+.1,Yp 4960 !IF J>1 THEN GOTO 4377

4020 MOVE Xp,Yp-.1 4970 IMOVE Xp,Yp

4030 DRAW Xp,Yp+.1 4980 !GOTO 4378

4040 MOVE Xp-.1,Yp-.1 4990 IPLOT Xp,Yp

4050 DRAW Xp+.1,Yp-.1 5000 INEXTJ

4060 MOVE Xp+.1,Yp-.1 5010 WAIT 1

4070 DRAW Xp+.1,Yp+.1 5020 NEXTK

4080 MOVE Xp+.1,Yp+.1 5030 !

4090 DRAW Xp-.1,Yp+.1 5040 WAIT 2

4100 MOVE Xp-.1,Yp+.1 5050 FOR J=1TO 35

4110 DRAW Xp-.1,Yp-.1 5060 PRINT""

4120 NEXTJ 5070 NEXTJ

4130 ! 5080 GRAPHICS OFF

4140 FOR J=1 TO Nk(K) 5090 !

4150 Xp=64.5+(Scx*(X(K,J)-(1.E+5*A((4*K)+1)))) 5100 !

4160 Yp=(Scy*(Yc(K,J)-Ymin))+10. 5110 N=0

313
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5120
5130
5140
5150
5160
5170
5180
5190
5200
5210
5220
5230
5240
5250
5260
5270
5280
5290
5300
5310
5320
5330
5340
5350
5360
5370
5380
5390
5400
5410
5420
5430
5440
5450
5460
5470
5480
5490
5500
5510
5520
5530

FOR J=1 TO Npk

N=N+Nk(J)

NEXTJ

Sdev=SQR(SdeVv/N)

PRINT ™"

PRINT "INVERTING LEAST SQUARES MATRIX"
PRINT ™"

MAT Bi=INV(B)

PRINT "INVERSION COMPLETE"

PRINT""

MAT Da=Bi*C

PRINT""

PRINT" PARAMETER
FOR I=1 TO 4%(1+Npk)

IF Bi(l,1)<0 THEN GOTO 5300
IF A(1)=0. THEN GOTO 5300
PRINT 1,A(I),Da(l),(SQR(BI(I,1)*N))*Sdev+100/A(l)
GOTO 5310

PRINT "
NEXT |
1

GOTO 5460

FOR K=1 TO Npk

PRINT""

PRINT" PEAK",K

PRINT""

1

PRINT" | X(l) Y(l) %DEV "

FOR J=1 TO Nk(K)

Dev=Y(K,J)-Yc(K,J)

PRINT J,X(K,J),Y(K,J),200.*(Y(K,J)-Yc(K,J))/A((4*K)+2)

NEXTJ

1

NEXTK

PRINT""

PRINT At$

PRINT Ct$

PRINT""

PRINT "STANDARD DEVIATION IN VOLTAGE READINGS "
PRINT Sdev

1

! CALCULATE DIFFUSION COEFFICIENTS FROM D1,

CHANGE

D2,A,B

5540
5550
5560
5570
5580
5590
5600
5610
5620
5630
5640
5650
5660
5670
5680
5690
5700
5710
5720
5730
5740

]

Al=(1.-A(4))/IA3)
Am(1,1)=AI/R1
Am(2,1)=(1.-Al)/R2
Al=-(A(4)/A(3))
Am(1,2)=Al/R1
Am(2,2)=(1.-Al)/R2
MAT Ami=INV(Am)
Dm(1,1)=A(1)
Dm(1,2)=0.
Dm(2,1)=0.
Dm(2,2)=A(2)

MAT Cm=Am*Dm
MAT Dm=Cm*Ami
D11=Dm(1,1)
D12=Dm(1,2)
D21=Dm(2,1)
D22=Dm(2,2)

]

PRINT""

PRINT"D1, D2, B, A (STANDARD DEVIATIONS)

CHANGES"

5750
5760
5770
5780
5790
5800
5810
5820
5830
5840
5850
5860
5870
5880
5890
5900
5910
5920
5930
5940
5950
5960
5970

PRINT" "
FOR I=1 TO 4

Ymax=SQR(Bi(l,1)*Bi(l,))

PRINT A(l),"( ",Sdev*SQR(Ymax*N)," )*,Da(l)
NEXTI

PRINT" "

PRINT "RETENTION TIMES FOR EACH PEAK"
PRINT" "

FOR I=1 TO Npk

PRINT A((4*1)+1)

NEXT |

PRINT " "

PRINT "D11, D12, D21, D22:"

PRINT D11,D012,D21,D22

PRINT " "

1

| ITERATE?

1

PRINT " TYPE J > 0 TO ITERATE"

PRINT " "

INPUTJ

IF J>0 THEN GOTO 6040

PRINT

314

% STAND. DEV."

5980 PRINT "TYPE J >0 TO RESTART FITTING WITH NEW INITIAL
PARAMETER ESTIMATES"

5990 PRINT

6000 INPUT J

6010 IF J>0 THEN GOTO 2290

6020 GOTO 6150

6030 !

6040 A(1)=A(1)+Da(l)

6050 A(2)=A(2)+Da(2)

6060 A(3)=A(3)+Da(3)

6070 A(4)=A(4)+Da(4)

6080 FOR I=5 TO 4*(Npk+1)

6090 A(l)=A(l)+Da(l)

6100 NEXTI

6110 GOTO 2720

6120 !

6130 ! ESTIMATE R2/R1 FROM PEAK AREAS
6140 |

6150 PRINT""

6160 PRINT "TYPE J > 0 TO ESTIMATE R1/R2"
6170 INPUTJ

6180 IF J<1 THEN GOTO 6730

6190 PRINT""

6200 PRINT "INJECTED VOLUMES AND DETECTOR SENSITIVITY ARE

ASSUMED CONSTANT"
6210 PRINT""

6220 D2=SQR(L.+(4.*D12*D21/((D11-D22)"2)))

6230 D1=.5%D11+D22+((D11-D22)*D2))

6240 D2=D11+D22-D1

6250 MAT Am=(0.)

6260 MAT Ak=(0.)

6270 FOR K=1 TO Npk

6280 M1i=M1(K)

6290 M2i=M2(K)

6300 AL=(R1*(((D22-D1)*M1i)-(D12*M2i)))+(R2*((D11-D1)*M2i)-
(D21*M1i)))

6310 A1=A1*SQR(D1)

6320 A2=(R2*(((D2-D11)*M2i)+(D21*M1i)))+(R1*(((D2-
D22)*M1i)+(D12*M2i)))

6330 A2=A2*SQR(D2)

6340 A1=AL/(A1+A2)

6350 Ar(K)=A((4*K)+2)*((A1/SQR(D1))+((1.-A1)/SQR(D2)))

6360 Am(1,1)=Am(1,1)+(M1i*M1i)

6370 Am(1,2)=Am(1,2)+(M1i*M2i)

6380 Am(2,2)=Am(2,2)+(M2i*M2i)

6390 AK(1)=Ak(1)+(MLFAr(K))

6400 AK(2)=Ak(2)+(M2i*Ar(K))

6410 NEXTK

6420 Am(2,1)=Am(1,2)

6430 MAT Ami=INV(Am)

6440 MAT Ri=Ami*Ak

6450 PRINT" "

6460 PRINT"PEAK M1 M2  AREA
6470 FOR K=1 TO Npk

6480 PRINT K,M1(K),M2(K),Ar(K), (Ri(1)*M1(K))+(Ri(2)*M2(K))
6490 NEXTK

6500 !

6510 R1=1.

6520 R2=Ri(2)/Ri(1)

6530 IF Iflag>0 THEN GOTO 6600

6540 PRINT

AREA(CALC)"

6550 PRINT "repeat initial fit using an accurate R2/R1 ratio calculated from

the peak areas"

6560 PRINT

6570 Iflag=1

6580 GOTO 2720

6590 !

6600 PRINT""

6610 PRINT "R2/R1 = ",Ri(2)/Ri(1)
6620 PRINT""

6630 PRINT
6640 PRINT""

6650 PRINT "CORRECTED COEFFICIENTS (USING MEASURED R1, R2

VALUES):"

6660 PRINT""

6670 PRINT "D11, D12: ",D11,D12*R1*Ri(2)/(R2*Ri(1))
6680 PRINT""

6690 PRINT "D21, D22: *,D21*R2*Ri(1)/(R1*Ri(2)),D22
6700 PRINT""

6710 PRINT
6720 PRINT""

6730 PRINT" TYPE J > 0 TO PLOT AND FIT OTHER POINTS"
6740 PRINT""

6750 INPUT J

6760 IF J>0 THEN GOTO 1190

6770 |

6780 SUBEND
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4. Programa de tratamento de dados quaternarios

Programa QUA7

10 PRINT" QUAT7"

20 PRINT""

30 ! rhkx

40 !

50 PRINT" FIT TAYLOR PEAKS TO DETERMINE QUATERNARY
DIFFUSION COEFFICIENTS"

51 PRINT" (and eigenvalues)"

60 PRINT" BY OPTIMIZING EIGENVALUES AND PRE-EXPONENTIAL
FACTORS"

70 PRINT""

80 !

90 OPTION BASE 1

100 REAL R,Ri(3),Tr,M(3),D(3,3),G(3,3),Di(3),Ti,Pe(3),W(3,3)

110 REAL V(20000),T(20000), Tz(15),L,Flwrt, Tr0,Sdev,R1,R2,R3,Xp,Yp
120 REAL
Xmin,Xmax,Ymin,Ymax,M1i,M2i,M3i,Dd,M1(3),M2(3),M3(3),TO,F,Fp
130 REAL
B(21,21),C(21),Da(21),A(21),Bi(21,21),X(3,1800),Y(3,1800),Yc(3,1800)
140 REAL
A1,A2,A3,D1,D2,D3,Am(3,3),Ak(3),Ar(3),Ami(3,3),F1,F2,U(3),S(3),Aik(3,3)
150 REAL
Ex1,Ex2,Ex3,W1,W2W3,Cm(3,3),Al1,AI2,5q1,5q2,5¢3,B1,82,83,Db1,Db2,
Bik(3,3),Diagm(3,3)

160 REAL
Db11,Db21,Db12,Db22,Db13,Db23,Db14,Db24,Db15,Db25,Db16,Db26,Vi(2
,2),Kv(2),Kwv(2)

170 REAL
Db17,Db27,Db18,Db28,Db19,Db29,Eigl,Eig2,Eig3,Ev(2,2),Evi(2,2),Eigvl(3)
,Eigv2(3),Eigv3(3)

180 INTEGER 1,J,K,lz,Ip,Imin,Imax,N,Npk,Nk(5),Kk,Jmax,li,Jj,lii,Ict,Ipc
190 !

200 PRINT""

210 PRINT"  *** PUT DATA DISC IN MASS STORAGE DRIVE
—

220 PRINT""

230 MASS STORAGE IS "c:\hpbasic\data"

240 'MASS STORAGE IS "A:\"

250 PRINT" TYPE NAME OF DATA FILE (E.G. BE10)"

260 INPUT Vit$

270 ASSIGN @Path_1 TO Vtt$;FORMAT ON

280 PRINT""

290 !

300 ENTER @Path_1;At$

310 ENTER @Path_1;Ct$

320 PRINT "DATA TITLE " At$

330 PRINT "DATE ",Ct$

340 PRINT""

350 !

360 ! READ DATA FROM FILES

370 !

380 PRINT "MAXIMUM OF 9000 POINTS"

390 PRINT""

400 !PRINT" 1 T(I) V(I) "

410 Ip=0

420 1z=0

430 FOR I=1 TO 20000

440 Ip=Ip+1

450 ENTER @Path_1;T(Ip),V(Ip)

460 IF T(Ip)>0 THEN GOTO 510

470 IF T(Ip)<-5000 THEN GOTO 520

480 Iz=Iz+1

490 Tz(Iz)=V(Ip)

500 Ip=Ip-1

510 NEXTI

520 Ip=I-1

530 PRINT""

540 PRINT "THERE ARE "“,Ip," POINTS AND “,I1z," INJECTIONS"

550 PRINT""

560 ASSIGN @Path_1TO *

570 !

580 PRINT"TYPE TUBE LENGTH/CM, RADIUS/CM, RETENTION
TIME/cm*

590 PRINT" (assuming 2 cm/hr chart speed)”
600 PRINT

610 PRINT"E.G. 3117, 0.04515, 3.4"

620 PRINT""

630 INPUT L,R,Flwrt

640 TrO=Flwrt*.5*3600.

650 Flwrt=(3.1415927*R*R*L*60.)/Tr0

660 !Tr0=3.141592654*60.*R*R*L/Flwrt

670 PRINT""

680 PRINT "LENGTH/cm, RADIUS/cm, FLOW RATE/mL per min,
RETENTION TIME/s "

690 PRINT""

700 PRINT L,R,Flwrt,Tr0

710 PRINT™"

720 PRINT"TYPE MOLAR REFRACTIVITIES R1, R2, R3 (ARBITRARY
UNITS)"

730 PRINT™""

740 INPUT R1,R2,R3

750 Ri(1)=R1

760 Ri(2)=R2

770 Ri(3)=R3

780 A(4)=0.

790 A(5)=1.

800 A(6)=0.

810 A(7)=0.

820 A(8)=0.

830 A(9)=1.

840 !

850 !

860 ! PLOT POINTS IMIN TO IMAX

870 !

880 Npk=0

890 Nk(4)=0

900 Nk(5)=0

910 PRINT"TYPE IMIN, IMAX TO PLOT POINTS IN THIS RANGE (IMIN
<0 TO EXIT)"

920 PRINT" (THERE ARE",Ip," POINTS)"

930 PRINT""

940 INPUT Imin,Imax

950 PRINT""

960 IF Imin>Imax THEN GOTO 910

970 IF Imax>lp THEN GOTO 910

980 IF Imin<0 THEN GOTO 1440

990 CLEAR SCREEN

1000 PRINT At$

1010 PRINT Ct$

1020 PRINT"POINTS “,Imin," TO ",Imax

1030 PLOTTER IS 3,"INTERNAL"

1040 GINIT

1050 GRAPHICS OFF

1060 GRAPHICS ON

1070 WINDOW 0,130,0,100

1080 Xmax=-1.E+100

1090 Xmin=1.E+100

1100 Ymin=1.E+100

1110 Ymax=-1.E+100

1120 FOR J=Imin TO Imax

1130 IF T(J)<Xmin THEN Xmin=T(J)

1140 IF T(J)>Xmax THEN Xmax=T(J)

1150 IF V(J)<Ymin THEN Ymin=V(J)

1160 IF V(J)>Ymax THEN Ymax=V/(J)

1170 NEXTJ

1180 Scx=129./(Xmax-Xmin)

1190 Scy=85./(Ymax-Ymin)

1200 I=1

1210 !

1220 FOR J=Imin TO Imax

1230 Xp=Scx*(T(J)-Xmin)

1240 Yp=15.+(Scy*(V(J)-Ymin))

1250 MOVE Xp,Yp

1260 PLOT Xp,Yp

1270 !l=-I

1280 !IF I>0 THEN GOTO 1420

1290 !PRINTJ

1300 NEXTJ

1310 !

1320 WAIT 2.

1330 PRINT""

1340 PRINT "POINTS “,Imin," TO “,Imax

1350 PRINT""

1360 PRINT"TYPE J >0 TO PLOT MORE POINTS, J =0 TO FIT THESE
POINTS"
1370 PRINT"
1380 PRINT""
1390 INPUTJ
1400 IF J>0 THEN GOTO 910

1410 !

1420 ! CHOOSE NPK PEAKS TO BE FITTED
1430 ! IDENTIFY TIME ZERO:

1440 !

1450 GRAPHICS OFF

1460 PRINT""

1470 PRINT "TO SHOULD BE NEAR ",-Tr0+(.5%(T(Imin)+T(Imax)))
1480 PRINT""

1490 PRINT "LIST OF TO VALUES:"

1500 PRINT""

(MAX. 200 POINTS PER PEAK)"

315
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1510 FOR J=1TO Iz 2400 A(Kk+7)=Y(K,Jmax)-A(Kk+8)-(A(Kk+9)*X(K,Jmax)/Tr0)
1520 PRINT Tz(J) 2410 NEXTK

1530 NEXTJ 2420 PRINT""

1540 PRINT"" 2430 PRINT"INITIAL PARAMETER VALUES"

1550 PRINT "TYPE TO:" 2440 PRINT""

1560 PRINT"" 2450 FOR J=1 TO 9+(4*Npk)

1570 INPUT TO 2460 PRINT J,A(9)

1580 PRINT"" 2470 NEXTJ

1590 Npk=Npk+1 2480 |

1600 PRINT "PEAK ",Npk 2490 ! CALCULATE PARAMETER IMPROVEMENTS
1610 ! 2500 !

1620 N=Imax-Imin+1 2510 Sdev=0.

1630 Nk(Npk)=N 2520 MAT B=(0.)

1640 FOR J=Imin TO Imax 2530 MAT Bi=(0.)

1650 I=J-Imin+1 2540 MAT C=(0.)

1660 X(Npk,)=T(J)-TO 2550 Sq1=SQR(A(1))

1670 Y(Npk,l)=V(J) 2560 Sq2=SQR(A(2))

1680 !PRINT J,X(Npk,I), Y(Npk, 1) 2570 Sq3=SQR(A(3))

1690 NEXTJ 2580 !

1700 PRINT"" 2590 FOR K=1 TO Npk

1710 PRINT "DELTA C1(0), DELTA C2(0), DELTA C3(0) (ARBITRARY 2600 !

UNITS)" 2610 MAT Da=(0.)

1720 PRINT"" 2620 Kk=4*K

1730 INPUT M1(Npk),M2(Npk),M3(Npk) 2630 Da(Kk+8)=1.

1740 PRINT"" 2640 M1i=M1(K)

1750 PRINT"TYPE J >0 TO ENTER MORE PEAKS, J = 0 TO FIT PEAKS 2650 M2i=M2(K)

(MAX. 5)" 2660 M3i=M3(K)

1760 PRINT"" 2670 M(1)=M1i

1770 INPUTJ 2680 M(2)=M2i

1780 IF J>0 THEN GOTO 910 2690 M(3)=M3i

1790 ! 2700 Tr=1.E+5*A(Kk+6)

1800 ! ESTIMATE PARAMETERS FOR EACH OF THE NPK PEAKS 2710 Al2=(R1*M1i)+(R2*M2i)+(R3*M3i)

1810 ! 2720 Al1=R1*M1i/Al2

1820 ! Al - A9 = EIGENVALUES AND PRE-EXPONENTIAL 2730 Al2=R2*M2i/Al2

FACTORS 2740 W1=A(4)+(AI1*A(5))+(AI2*A(6))

1830 ! A(4K+6) = RETENTION TIME OF PEAK K/1.E5 2750 W2=A(7)+(AI1*A(8))+(AI2*A(9))

1840 ! A(4K+7) = PEAK HEIGHT 2760 W3=1.-W1-W2

1850 ! A(4K+8) = BASELINE 2770 Yp=(W1*Sql)+(W2*Sq2)+W3*Sq3)

1860 ! A(4K+9) = BASELINE SLOPE 2780 B1=W1*Sql/Yp

1870 ! 2790 B2=W2*Sq2/Yp

1880 ! EIGENVALUE INITIAL ESTIMATES 2800 B3=1.-B1-B2

1890 ! 2810 Xp=.5/(Yp*Yp)

1900 PRINT 2820 Db11=W1*Xp*((W2*Sq2)+(W3*Sq3))/Sql

1910 PRINT"TYPE J > 0 TO GIVE OR TO CHANGE Eigenvalue 2830 Db21=-(W1*W2*Sq2*Xp/Sql)

ESTIMATES: " 2840 Dbl12=-(W1*W2*Sql*Xp/Sq2)

1920 PRINT 2850 Db22=W2*Xp*((W1*Sql)+(W3*Sq3))/Sq2

1930 INPUTJ 2860 Db13=-(W1*W3*Sql*Xp/Sq3)

1940 IF J<1 THEN GOTO 1990 2870 Db23=-(W2*W3*Sq2*Xp/Sq3)

1950 PRINT 2880 Xmax=1./(Yp*Yp)

1960 PRINT"TYPE D1, D2, D3 ESTIMATES (E.G. 0.5, 1.2, 1.9)" 2890 Dbl4=Xmax*Sql*(Yp-(W1*(Sql-Sq3)))

1970 PRINT 2900 Db24=Xmax*W2*Sq2*(Sq3-Sql)

1980 INPUT A(1),A(2),A(3) 2910 Db15=Xmax*Al1*Sql*(Yp-(W1*(Sq1-Sq3)))

1990 PRINT 2920 Db25=Xmax*W 2*Sq2*Al1*(Sq3-Sq1)

2000 PRINT"TYPE J >0 FOR DEFAULT ESTIMATES OF A4 THROUGH 2930 Dbl6=Xmax*Al2*Sql*(Yp-(W1*(Sq1-Sq3)))
A9(0.1.0.0.0.1.)" 2940 Db26=Xmax*W 2*Sq2*Al2*(Sq3-Sq1)

2010 PRINT 2950 Dbl7=Xmax*W1*Sql*(Sq3-Sq2)

2020 INPUTJ 2960 Db27=Xmax*Sq2*(Yp-(W2*(Sq2-Sq3)))

2030 IF J<1 THEN GOTO 2110 2970 Dbl18=Xmax*W1*Sql*Al1*(Sq3-Sq2)

2040 A(4)=0. 2980 Db28=Xmax*Al1*Sq2*(Yp-(W2*(Sq2-Sq3)))

2050 A(5)=1. 2990 Db19=Xmax*W1*Sql*Al2*(Sq3-5q2)

2060 A(6)=0. 3000 Db29=Xmax*Al2*Sq2*(Yp-(W 2*(Sq2-Sq3)))

2070 A(7)=0. 3010 !

2080 A(8)=0. 3020 FOR J=1 TO Nk(K)

2090 A(9)=1. 3030 Ti=X(K,J)

2100 GOTO 2200 3040 Ymin=A(Kk+7)*SQR(Tr0/Ti)

2110 PRINT 3050 Xmin=1.2E-4*(Tr-Ti)*(Ti-Tr)/(R*R*Ti)

2120 PRINT"TYPE J >0 TO GIVE OR TO CHANGE ESTIMATES OF A4 3060 Ex1=0.

THROUGH A9:" 3070 Ex2=0.

2130 INPUTJ 3080 Ex3=0.

2140 IF J<1 THEN GOTO 2200 3090 IF ABS(Xmin*A(1))<100. THEN Ex1=Ymin*EXP(Xmin*A(1))
2150 PRINT 3100 IF ABS(Xmin*A(2))<100. THEN Ex2=Ymin*EXP(Xmin*A(2))
2160 PRINT"TYPE A4, A5, A6, A7, A8, A9:" 3110 IF ABS(Xmin*A(3))<100. THEN Ex3=Ymin*EXP(Xmin*A(3))
2170 PRINT 3120 Yc(K,J)=(B1*Ex1)+(B2*Ex2)+(B3*Ex3)

2180 INPUT A(4),A(5),A(6),A(7),A(8),A(9) 3130 Da(1)=((Db11+(Xmin*B1))*Ex1)+(Db21*Ex2)-((Db11+Db21)*Ex3)
2190 PRINT 3140 Da(2)=(Db12*Ex1)+((Db22+(Xmin*B2))*Ex2)-((Db12+Db22)*Ex3)
2200 ! 3150 Da(3)=(Db13*Ex1)+(Db23*Ex2)-((Db13+Db23-(B3*Xmin))*Ex3)
2210 FOR K=1 TO Npk 3160 Da(4)=(Db14*Ex1)+(Db24*Ex2)-((Dbl4+Db24)*ExX3)
2220 Kk=4*K 3170 Da(5)=(Db15*Ex1)+(Db25*Ex2)-((Db15+Db25)*ExX3)
2230 A(Kk+9)=(Y(K,Nk(K))-Y (K,1))*Tr0/(X(K,Nk(K))-X(K,1)) 3180 Da(6)=(Db16*Ex1)+(Db26*Ex2)-((Db16+Db26)*EX3)
2240 A(Kk+8)=Y(K,1)-(A(Kk+9)*X(K,1)/Tr0) 3190 Da(7)=(Db17*Ex1)+(Db27*Ex2)-((Db17+Db27)*EX3)
2250 Ymin=A(Kk+8)+A(Kk+9) 3200 Da(8)=(Db18*Ex1)+(Dh28*Ex2)-((Db18+Db28)*ExX3)
2260 Ti=0. 3210 Da(9)=(Db19*Ex1)+(Db29*Ex2)-((Db19+Db29)*EX3)
2270 Tr=0. 3220 Da(Kk+6)=24.*(Ti-

2280 Ymax=0. Tr)*((B1*A(1)*Ex1)+(B2*A(2)*Ex2)+(B3*A(3)*EX3))/(R*R*Ti)
2290 FOR J=1 TO Nk(K) 3230 Da(Kk+7)=Yc(K,J)/(A(Kk+7))

2300 Xmin=A(Kk+8)+(A(Kk+9)*X(K,J)/Tr0) 3240 Da(Kk+9)=Ti/Tr0

2310 Xp=((Y(K,J)-Xmin)"2)*.5 3250 Yc(K,J)=Yc(K,J)+A(Kk+8)+(A(Kk+9)*Ti/Tr0)

2320 Ti=Ti+(J*Xp) 3260 Ymax=Y(K,J)-Yc(K,J)

2330 Tr=Tr+(X(K,J)*Xp) 3270 Sdev=Sdev+(Ymax*Ymax)

2340 Ymax=Ymax+Xp 3280 !

2350 NEXTJ 3290 FORI=1 TO9

2360 Tr=Tr/Ymax 3300 C(l)=C(l)+(Da(l)*Ymax)

2370 A(Kk+6)=1.E-5*Tr 3310 FOR Jj=ITO9

2380 Ti=Ti/Ymax 3320 IF ABS(Da(l))<1.E-100 THEN GOTO 3350

2390 Jmax=Ti 3330 IF ABS(Da(Jj))<1.E-100 THEN GOTO 3350
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3340
3350
3360
3370
3380
3390
3400
3410
3420
3430
3440
3450
3460
3470
3480
3490
3500
3510
3520
3530
3540
3550
3560
3570
3580
3590
3600
3610
3620
3630
3640
3650
3660
3670
3680
3690
3700
3710
3720
3730
3740
3750
3760
3770
3780
3790
3800
3810
3820
3830
3840
3850
3860
3870
3880
3890
3900
3910
3920
3930
3940
3950
3960
3970
3980
3990
4000
4010
4020
4030
4040
4050
4060
4070
4080
4090
4100
4110
4120
4130
4140
4150
4160
4170
4180
4190
4200
4210
4220
4230
4240
4250
4260
4270
4280

B(1,3j)=B(1,Jj)+(Da(ly*Da(Jj))
NEXT Jj
NEXT |

FOR I=Kk+6 TO Kk+9
C(l)=C(I)+(Da(l)*Ymax)

FOR Jj=I TO Kk+9
B(1,3j)=B(1,Jj)+(Da(ly*Da(Jj))

NEXT Jj

NEXT |

FORI=1TO9

FOR Jj=Kk+6 TO Kk+9
B(1,3j)=B(1,Jj)+(Da(l)*Da(Jj))

NEXT Jj

NEXT |

1

NEXTJ

1

NEXT K

1

FOR I=2 TO 9+(4*Npk)
FORJj=1TO I-1

B(1,J))=B(Jj,!)

NEXT Jj

NEXT |

! PLOT MEASURED AND FITTED POINTS
1

1

CLEAR SCREEN

GINIT

PLOTTER IS 3,"INTERNAL"
GRAPHICS ON

WINDOW 0,130,0,100

1

1

1

Xmax=-1.E+100

Xmin=1.E+100

Ymax=-1.E+100

Ymin=1.E+100

FOR K=1 TO Npk

FOR J=1 TO NK(K)

IF X(K,J)>Xmax THEN Xmax=X(K,J)
IF X(K,J)<Xmin THEN Xmin=X(K,J)
IF Y(K,J)>Ymax THEN Ymax=Y(K,J)
IF Y(K,J)<Ymin THEN Ymin=Y(K,J)

NEXT J

NEXT K

! SCALE DATA FOR PLOT
Scx=129./(Xmax-Xmin)

Scy=85./(Ymax-Ymin)
Ymax=-2100.

FOR J=1TO 41
Ymax=Ymax+100.
Xp=64.5+(Scx*Ymax)
MOVE Xp,10.

DRAW Xp,12.

NEXTJ

PRINT""

PRINT "TICKS 100 SECONDS APART"
PRINT""

Ti=-2.

FOR K=1 TO Npk

Ti=Ti+3.

PRINT""

PRINT "PEAK ",K
PRINT""

FOR J=1 TO Nk(K)
Xp=64.5+(Scx*(X(K,J)-(1.E+5*A((4*K)+6))))
Yp=Ti+(Scy*(Y(K,J)-Ymin))
MOVE Xp,Yp

DRAW Xp,Yp

GOTO 4180

MOVE Xp-.1,Yp

DRAW Xp+.1,Yp

MOVE Xp,Yp-.1

DRAW Xp,Yp+.1

MOVE Xp-.1,Yp-.1

DRAW Xp+.1,Yp-.1

MOVE Xp+.1,Yp-.1

DRAW Xp+.1,Yp+.1
MOVE Xp+.1,Yp+.1
DRAW Xp-.1,Yp+.1

MOVE Xp-.1,Yp+.1

DRAW Xp-.1,Yp-.1
NEXTJ

1

FOR J=1 TO Nk(K)
Xp=64.5+(Scx*(X(K,J)-(1.E+5*A((4*K)+6))))
Yp=(Scy*(Yc(K,J)-Ymin))+Ti
IF J>1 THEN GOTO 4260
MOVE Xp,Yp

GOTO 4270

PLOT Xp,Yp

NEXTJ

WAIT 1

Programas de tratamiento y adguisicion de datos

4290
4300
4310
4320
4330
4340
4350
4360
4370
4380
4390
4400
4410
4420
4430
4440
4450
4460
4470
4480
4490
4500
4510
4520
4530
4540
4550
4560
4570
4580
4590
4600
4610
4620
4630
4640
4650
4660
4670
4680
4690
4700
4710
4720
4730
4740

NEXT K

1

WAIT 1

CLEAR SCREEN
GRAPHICS OFF

1

!

N=0

FOR J=1 TO Npk
N=N+NKk(J)

NEXTJ
Sdev=SQR(SdeVv/N)

MAT Bi=INV(B)

PRINT " "

MAT Da=Bi*C

PRINT " "

PRINT " PARAMETER
FOR I=1 TO 9+(4*Npk)

IF Bi(l,1)<0 THEN GOTO 4510
IF A(l)=0. THEN GOTO 4510
PRINT I,A(1),Da(l),(SQR(BI(I,1)/N))*Sdev

GOTO 4520

PRINT " *

NEXT |

1

GOTO 4670

FOR K=1 TO Npk

PRINT " "

PRINT" PEAK"K

PRINT " "

1

PRINT" | X(l) Y(l) %DEV "
FOR J=1 TO Nk(K)

Dev=Y(K,J)-Yc(K,J)

PRINT J,X(K,J),Y(K,J),100.%(Y(K,J)-Yc(K,J))/A((4*K)+2)
NEXTJ

1

NEXT K

PRINT""

PRINT At$

PRINT Ct$

PRINT""

PRINT "STANDARD DEVIATION IN VOLTAGE READINGS "
PRINT Sdev
PRINT""

PRINT "PARAMETER

CHANGE STAND. DEV."

(STANDARD DEVIATIONS)

CHANGES'

4750
4760
4770
4780
4790
4800
4810
4820
4830
4840
4850
4860
4870
4880

PRINT " "
FOR I=1 TO 9

Ymax=SQR(Bi(l,1)*Bi(l, 1))

PRINT A(l),"( ",Sdev*SQR(Ymax/N)," )",Da(l)

NEXT |

PRINT " "

PRINT "RETENTION TIMES FOR EACH PEAK"

IPRINT " "

FOR I=1 TO Npk

PRINT A((4*1)+6)*1.E+5

NEXT |

PRINT " "

]

! CALCULATE DIK COEFFICIENTS FROM EIGENVALUES

AND VECTORS

4890
4900
4910
4920
4930
4940
4950
4960
4970
4980
4990
5000
5010
5020
5030
5040
5050
5060
5070
5080
5090
5100
5110
5120
5130
5140
5150
5160
5170
5180
5190
5200
5210

|

IPRINT "EIGENCONCENTRATIONS: *
IPRINT " "

Xp=(A(5)*A(9))-(A(6)*A(8))
AlL=(((1.-A@))A@))+(AB)*A)))/Xp
AI2=(((A(4)-1.)°A@®))-(AGG)*AM)))/Xp
Am(1,1)=AI1/R1

Am(2,1)=AI2/R2
Am(3,1)=(1.-Al1-AI2)/R3

Yp=1.

IPRINT "FOR D1: ",Yp,Am(2,1)/Am(1,1),Am(3,1)/Am(L,1)
IPRINT " "

|

AlL=(((A(7)-1.)°A(6))-(A(4)*A(9)))/ Xp
AR=((AG)*(L.-AMN)+(A4)*A®)))/Xp
Am(1,2)=Al1/R1

Am(2,2)=AI2/R2
Am(3,2)=(1.-Al1-AI2)/R3

IPRINT "FOR D2: ".Am(1,2)/Am(2,2),Yp,Am(3,2)/Am(2,2)
IPRINT " "

1

AlL=((AB)*A(7)-(A(4)*A9)))/Xp
AI2=((A@)*A(8))-(AGB)*AM)))/Xp
Am(1,3)=Al1/R1

Am(2,3)=Al2/R2
Am(3,3)=(1.-Al1-Al2)/R3

IPRINT "FOR D3: ",Am(1,3)/Am(3,3),Am(2,3)/Am(3,3),Yp
IPRINT " "

MAT D=(0.)

D(1,1)=A(1)

D(2,2)=A(2)

D(3,3)=A(3)

MAT Cm=Am*D
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5220 MAT Ami=INV(Am)

5230 MAT D=Cm*Ami

5240 PRINT "D11,D12,D13: ",D(1,1),D(1,2),D(1,3)
5250 PRINT""

5260 PRINT "D21,D22,D23: ",D(2,1),D(2,2),D(2,3)
5270 PRINT""

5280 PRINT "D31,D32,D33: ",D(3,1),D(3,2),D(3,3)
5290 !

5300 PRINT""

5310 !

5320 ! ITERATE?

5330 !

5331 PRINT

5332 IF A(1)+(.2*Da(1))<0. THEN PRINT "Warning! Iterated eigenvalue 1
negative."

5333 IF A(2)+(.2*Da(2))<0. THEN PRINT "Warning! Iterated eigenvalue 2
negative."

5334 IF A(3)+(.2*Da(3))<0. THEN PRINT "Warning! Iterated eigenvalue 3
negative."

5335 PRINT

5340 PRINT

5350 PRINT" TYPE J >0 TO ITERATE"

5360 PRINT""

5370 INPUTJ

5380 IF J<1 THEN GOTO 5540

5390 !

5400 1J=0

5410 IFOR =1 TO 9

5420 !IF Da(l)*Da(l)>.00000004 THEN J=1

5430 INEXTI

5440 !

5450 FOR I=1 TO 9+(4*Npk)

5460 A(l)=A(l)+(.2*Da(l))

5470 NEXTI

5480 !

5490 !IF J=0 THEN GOTO 5350

5500 GOTO 2510

5510 !

5520 ! ESTIMATE R1,R2,R3 FROM PEAK AREAS
5530 !

5540 PRINT

5550 IBEEP

5560 PRINT

5570 PRINT"TYPE J >0 TO ESTIMATE R1,R2,R3"
5580 PRINT

5590 INPUTJ

5600 IF J<1 THEN GOTO 6230

5610 PRINT

5620 PRINT "INJECTED VOLUMES AND DETECTOR SENSITIVITY ARE
ASSUMED CONSTANT"

5630 PRINT

5640 MAT Ak=(0.)

5650 MAT Am=(0.)

5660 !

5670 FOR K=1 TO Npk

5680 Kk=4*K

5690 Tr=1.E+5*A(Kk+6)

5700 Ti=Tr0

5710 M(1)=M1(K)

5720 M(2)=M2(K)

5730 M(3)=M3(K)

5740 Al2=(R1*M1(K))+(R2*M2(K))+(R3*M3(K))
5750 Al1=R1*M1(K)/Al2

5760 Al2=R2*M2(K)/Al2

5770 Pe(1)=(A(4)+(AI1*A(5))+(AI2*A(6)))*SQR(A(L))
5780 Pe(2)=(A(7)+(AI1*A(8))+(AI2*A(9)))*SQR(A(2))
5790 !Pe(3)=(1.-Pe(1)-Pe(2))*SQR(A(3))

5800 Pe(3)=(1.-A(4)-A(7)-(AI1*(A(5)+A(8)))-(AI2*(A(6)+A(9))))*SQR(A(3))
5810 Xp=1./(Pe(1)+Pe(2)+Pe(3))

5820 Pe(1)=Xp*Pe(1)

5830 Pe(2)=Xp*Pe(2)

5840 Pe(3)=Xp*Pe(3)

5850 Ar(K)=0.

5860 FOR J=1TO3

5870 Ar(K)=Ar(K)+(Pe(J)/SQR(A(J)))

5880 NEXTJ

5890 Ar(K)=Ar(K)*A(Kk+7)

5900 FOR =1 TO 3

5910 Ak(l)=Ak(I)+(M(I)*Ar(K))

5920 FOR J=1TO 3

5930 Am(1,J)=Am(1,J)+(M(l)*M(J))

5940 NEXTJ

5950 NEXT I

5960 NEXT K

5970 !

5980 MAT Ami=INV(Am)

5990 MAT U=Ami*Ak

6000 PRINT""

6010 PRINT "PEAK M1 M2 M3 AREA AREA(CALC)"

6020 FOR K=1 TO Npk

6030 PRINT
K,M1(K),M2(K),M3(K),Ar(K),(U(1)*M1(K))+(U(2)*M2(K))+(U(3)*M3(K))
6040 NEXT K

6050 PRINT""

6060 PRINT "NORMALIZED RIVALUES: "
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6070
6080
6090
6100
6110
6120
6130
6140
6150
6160

Xp=1.

PRINT Xp,U(2)/U(1),U(3)/U(1)
PRINT""

PRINT""

PRINT
PRINT""

PRINT "DIK VALUES USING MEASURED R1, R2, R3 VALUES:"
PRINT " [——

PRINT""

PRINT

D(1,1),D(1,2)*U(2)*Ri(1)/(U(1)*Ri(2)),D(1,3)*U(3)*Ri(1)/(U(1)*Ri(3))

6170
6180

PRINT""
PRINT

D(2,1)*U(1)*Ri(2)/(U(2)*Ri(1)),D(2,2),D(2,3)*U(3)*Ri(2)/(U(2)*Ri(3))

6190
6200

PRINT"
PRINT

D(3,1)*U(1)*Ri(3)/(U(3)*Ri(1)),D(3,2)*U(2)*Ri(3)/(U(3)*Ri(2)),D(3,3)

6210
6220
6230
6240

PRINT""
PRINT
PRINT
PRINT"TYPE J >0 TO TRY REFITTING THE PEAKS WITH

DIFFERENT INITIAL PARAMETER VALUES"

6250
6260
6270
6271
6272
6273
6274
6275
6276
6277
6278
6279
6280
6281
6282
6283
6284
6285
6286
6287
6288
6289
6290
6291
6292

6293 !

6294
6295
6296
6297
6298
6299
6300
6301
6302
6303
6304
6305
6306
6307
6308
6309
6310
6311
6312
6313
6314
6315
6316
6317
6318
6320

PRINT

INPUT J

IF J>0 THEN GOTO 1900
PRINT

PRINT"TYPE J > 0 TO CALCULATE EIGEN_CONCENTRATIONS"
PRINT

INPUT J

IF J<1 THEN GOTO 6351
|

PRINT

PRINT "TYPE EIGENVALUES D1, D2, D3: "
PRINT

INPUT Eig1,Eig2,Eig3

|

EV(1,1)=D(2,2)-Eigl
EV(1,2)=D(2,3)
EV(2,1)=D(3,2)
EV(2,2)=D(3,3)-Eigl

MAT EVi=INV(EV)
Kv(1)=-D(2,1)
Kv(2)=-D(3,1)

MAT Kw=EVi*Kv
Eigvi(1)=1
Eigv1(2)=Kvv(1)
Eigv1(3)=Kwv(2)

|

Ev(1,1)=D(1,1)-Eig2
Ev(2,1)=D(3,1)
Ev(1,2)=D(1,3)
Ev(2,2)=D(3,3)-Eig2
MAT Evi=INV(EV)
Kv(1)=-D(1,2)
Kv(2)=-D(3,2)

MAT Kw=Evi*Kv
Eigv2(1)=Kvv(1)
Eigv2(2)=1.
Eigv2(3)=Kwv(2)

|
Ev(1,1)=D(1,1)-Eig3
Ev(2,1)=D(2,1)
Ev(1,2)=D(1,2)
Ev(2,2)=D(2,2)-Eig3
MAT Evi=INV(EV)
Kv(1)=-D(1,3)
Kv(2)=-D(2,3)

MAT Kw=EVi*Kv
Eigv3(1)=Kwv(1)
Eigv3(2)=Kwv(2)
Eigv3(3)=1.

|

PRINT

PRINT "CONCENTRATION EIGENVECTORS V1, V2, V3 IN

COLUMNS:"

6321
6322
6323
6324
6325
6326
6327
6328
6329
6330
6331
6332
6333
6334
6335
6336
6337
6338
6339
6340

PRINT

PRINT Eigvi(1),Eigv2(1),Eigv3(1)
PRINT

PRINT Eigv1(2),Eigv2(2),Eigv3(2)
PRINT

PRINT Eigv1(3),Eigv2(3),Eigv3(3)
PRINT

PRINT

Bik(1,1)=Eigv1(1)
Bik(2,1)=Eigv1(2)
Bik(3,1)=Eigv1(3)
Bik(1,2)=Eigv2(1)
Bik(2,2)=Eigv2(2)
Bik(3,2)=Eigv2(3)
Bik(1,3)=Eigv3(1)
Bik(2,3)=Eigv3(2)
Bik(3,3)=Eigv3(3)

MAT Aik=INV/(Bik)

MAT Diagm=Aik*D

MAT Aik=Diagm
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MAT Diagm=Aik*Bik

PRINT "TEST DIAGONALIZATION: "
PRINT

PRINT Diagm(1,1),Diagm(1,2),Diagm(1,3)
PRINT Diagm(2,1),Diagm(2,2),Diagm(2,3)
PRINT Diagm(3,1),Diagm(3,2),Diagm(3,3)
PRINT

PRINT

1

PRINT

PRINT" TYPE J >0 TO PLOT AND FIT OTHER POINTS"

PRINT

INPUT J

IF J>0 THEN GOTO 880
!

END

Programas de tratamiento y adguisicion de datos
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