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i.  RESUM 

 

Aquesta Tesi es titula Determinació de constants d’acidesa de substàncies d’interès 

biològic per electroforesi capil·lar. La Dissertació es focalitza llavors en l’estudi de la 

determinació de la constant d’acidesa de fàrmacs utilitzant aquesta tècnica 

d’electroseparació, l’electroforesi capil·lar. La constant d’acidesa o pKa és una 

propietat fisicoquímica útil en el descobriment i desenvolupament de fàrmacs, on el 

coneixement de l’estat de ionització d’un grup funcional és sovint essencial per a 

comprendre les propietats farmacocinètiques i farmacodinàmiques de nous fàrmacs 

potencials. Gràcies a l’ús d’un patró intern (IS), es va desenvolupar una nova 

metodologia per a la determinació d’aquestes constants per electroforesi capil·lar (CE), 

el mètode IS-CE. No obstant això, aquest mètode només es va desenvolupar per a 

substàncies simples monopròtiques. Així doncs, l’objectiu principal d’aquesta Tesi és 

establir el mètode IS-CE com a mètode d’alt rendiment per a la determinació de 

constants d’acidesa de compostos bioactius, així com també dissenyar un prototip 

específic per aquest mètode per tal d’implementar-lo per a l’anàlisi rutinari de fàrmacs 

potencials en laboratoris d’anàlisis fisicoquímiques. Aquesta fita ha estat perseguida al 

llarg d’aquesta Dissertació, cobrint durant el seu desenvolupament cada necessitat 

que presentava el mètode. 

Per començar, en aquesta Tesi s’estableix el pKa d’un llistat de patrons interns àcids i 

bàsics de diferent estructura que cobreixi tot l’interval de pH útil en electroforesi 

capil·lar i s’amplia l’aplicabilitat del mètode a compostos amb diverses constants 

d’acidesa. Posteriorment s’optimitzen els paràmetres instrumentals per tal de convertir 

l’IS-CE en un mètode high throughput IS-CE. Després s’avalua la capacitat del mètode 

per a la determinació de compostos de baixa solubilitat en aigua i s’amplia per a la 

determinació de constants d’acidesa de compostos de molt baixa solubilitat utilitzant 

mescles metanol-aigua. Arribat aquest punt es dissenya una instrumentació específica 

adaptable al mètode IS-CE, tot simplificant i agilitzant el procés per a la determinació 

del pKa. 

En conjunt, aquest treball d’investigació científica ha permès el desenvolupament 

consolidat d’un mètode ràpid, robust, precís i acurat per a la determinació de constants 

d’acidesa de compostos bioactius. Així mateix, també ha permès dissenyar un nou 

prototip per a la implementació d’aquest mètode a l’anàlisi rutinari de fàrmacs 



PRÒLEG 

4 

potencials en laboratoris de mesures fisicoquímiques i de drug discovery and 

development. 

Aquesta Tesi inclou quatre parts que estan escrites en anglès, el resum, els objectius, 

les conclusions i també els articles publicats en revistes que formen la base de la feina 

exposada aquí. Hi ha dues raons per tenir aquestes parts escrites en anglès. En 

primer lloc, l’anglès és la llengua vehicular de la ciència; i en segon lloc, també cal fer 

possible que qualsevol persona que no sap català, la llengua en què s’escriu aquesta 

Dissertació, pugui entendre aquest treball completament. Així doncs, les parts 

essencials de la Tesi com el resum, els objectius, les conclusions i els articles estan en 

anglès perquè qualsevol lector de científic de formació científica pugui entendre-la. 
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i.  ABSTRACT 

 

The Thesis is entitled Determinació de la constant d’acidesa de substàncies d’interès 

biològic per electroforesi capil·lar, which could be translated as Determination of acidity 

constants of biological compounds by capillary electrophoresis. The Dissertation is 

then focused on the study of  the acidity constant determination of drugs using this 

electroseparation technique, capillary electrophoresis. The acidity constant or pKa is a 

useful physicochemical property in drug discovery and development, where the 

knowledge of the ionization state of a functional group is often essential to understand 

the pharmacodynamic and pharmacokinetic properties of new potential drugs. In the 

past, a new method to determine acidity constants by capillary electrophoresis (CE) 

was developed by the use of an internal standard (IS), the IS-CE method. However, 

this method was only developed for simple monoprotic compounds. Thus, the main 

objective of this Thesis is to establish the IS-CE method as a high throughput method 

for the determination of acidity constants of bioactive compounds as well as to design a 

specific prototype for this method in order to implement it for the routine analysis of 

potential drugs in physicochemical analysis laboratories. This goal has been pursued 

throughout this Dissertation in order to meet the need during the development of this 

method. 

First of all, this Thesis establishes the pKa of a list of acidic and basic internal standards 

with different structures that covers the entire pH-range useful in capillary 

electrophoresis, and expands the applicability of this method to compounds with 

several acidity constants. Afterwards, instrumental parameters and experimental 

conditions are optimized in order to transform the IS-CE method into a high throughput 

method. Subsequently, the method is evaluated for sparingly soluble compounds in 

water and extended for the determination of acidity constants of highly insoluble 

compounds using methanol-water mixtures. At this point a specific instrumentation is 

designed and adapted to the IS-CE method, simplifying and accelerating the pKa 

determination process. 

Overall, the conducted scientific research has allowed the development of a 

consolidated fast, robust, precise and accurate method for the determination of acidity 

constants of bioactive compounds. Likewise, a new prototype has been designed for 

the implementation of this method to the analysis of potential drugs in routine 

laboratory of physicochemical measurements and drug discovery and development. 
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This Thesis includes four parts written in English, the abstract, the aim, the conclusions 

and also the articles published in peer-reviewed journals which form the basis of the 

work exposed here. There are two reasons for having these parts written in English. 

First, English is the vehicular language of science; and secondly, it is also necessary 

that anyone who does not know Catalan, the language in which this Dissertation is 

written, could understand completely this work. Therefore, the essential parts of the 

Thesis the abstract, the aim, the conclusions and the papers are in English, because 

there parts should be enough to allow a scientific English reader to understand it. 
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ii.  OBJECTIUS 

 

Recentment es va desenvolupar una metodologia per a la determinació de constants 

d’acidesa per electroforesi capil·lar gràcies a l’ús d’un patró intern. Aquest mètode 

només es va aplicar per a substàncies simples monopròtiques. Per tant, l’objectiu 

principal d’aquesta Tesi és proporcionar una metodologia robusta, simple i fiable per 

tal d’avaluar la constant d’acidesa per a qualsevol tipus de substància bioactiva, sense 

importar la seva complexitat, nombre de constants d’acidesa o solubilitat. Així mateix, 

la necessitat de les empreses farmacèutiques de mesurar moltes mostres en poc 

temps requereix l’optimització d’aquest mètode per a convertir-lo en un mètode high 

throughput. 

Un altre aspecte a considerar és el desenvolupament d’una instrumentació específica 

per a l’aplicabilitat d’aquest mètode. Un segon objectiu d’aquesta Tesi és dissenyar un 

nou prototip automatitzat per tal que pugui ser implementat en laboratoris de mesures 

fisicoquímiques o de drug discovery and development. Així doncs, l’analista podrà 

determinar de forma simple, ràpida i eficaç la constant d’acidesa d’un fàrmac potencial 

per a l’estudi de les seves propietats fisicoquímiques i d’absorció en processos 

biològics. 
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ii.  AIMS 

 

Recently, a method to determine acidity constants by capillary electrophoresis by the 

use of an internal standard was developed. This method was only applied for simple 

monoprotic compounds. Thus, the main objective of this Thesis is to provide a robust, 

simple and reliable methodology to evaluate the acidity constant for any kind of 

bioactive compound, regardless its complexity, number of acidity constants or 

solubility. Furthermore, the need of pharmaceutical companies to measure high 

quantity of samples in short time requires to optimize this method in order to transform 

it into a high throughput method. 

Another aspect to consider is the development of a specific instrumentation for this 

method. So a second aim of this Thesis is therefore to design a new automated 

instrumentation to be implemented in physicochemical measurements and drug 

discovery and development laboratories. Thus, the analyst would be capable of 

determining in a simple, fast and effective manner the acidity constant of a potential 

drug in order to study its physicochemical properties and absorption in biological 

processes. 
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1.1. LA CONSTANT D’ACIDESA 

 

La constant d’acidesa és una propietat fisicoquímica útil per descriure l’abast de la 

ionització dels grups funcionals d’una molècula respecte al pH. Aquests paràmetres 

són importants en àrees d’investigació com el descobriment i desenvolupament de 

fàrmacs, on el coneixement de l’estat de ionització d’un grup funcional és sovint 

essencial per a comprendre les propietats farmacocinètiques i farmacodinàmiques de 

nous fàrmacs potencials. 

Aquesta primera secció de la introducció es divideix en cinc apartats. El primer explica 

la importància de la constant d’acidesa de les substàncies bioactives dins del sistema 

biològic. Seguidament, en el segon i tercer apartat es defineix la constant d’acidesa 

per a cada tipus d’equilibri àcid-base en medi aquós i en presència de cosolvent. El 

quart apartat presenta la necessitat de mètodes ràpids per a la determinació de 

constant d’acidesa, i el cinquè i últim posa de manifest alguns dels mètodes més 

importants. 

 

1.1.1. La constant d’acidesa com a paràmetre d’interès biològic 

 

La constant d’acidesa, Ka o pKa (com a –	log	Ka) és una constant que defineix l’estat de 

ionització de les substàncies àcid-base en un medi. Aquesta és una propietat 

fonamental dels àcids i bases febles que afecte a la seva acció biològica, ja que les 

propietats de les formes ionitzades i neutres són generalment diferents. La forma 

ionitzada és sovint més soluble en aigua, mentre que la forma neutra és més lipofílica i 

té major permeabilitat en la membrana [1,2]. Per tant, el grau de ionització és factor 

indispensable per a l’estudi dels processos d’absorció, distribució, metabolisme, 

excreció i toxicitat, o altrament anomenat en l’acrònim anglès, processos ADMET [3–

6]. La Figura 1.1 representa l’impacte de la constant d’acidesa a les propietats 

fisicoquímiques i les potencials interaccions amb les característiques ADMET. 
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molècules neutres són més permeables per aquesta via mentre que les molècules 

iòniques romanen en fases aquoses tals com la sang i són excretades a través dels 

ronyons. Per aquest motiu s’ha de tenir en compte el pH del medi a l’hora de preveure 

l’absorció de fàrmacs. 

Molts fàrmacs bàsics són absorbits en l’intestí, on el pH pot variar entre 5 i 8 depenent 

de quina part es considera, i si el pacient està alimentat o en dejú (els aliments eleven 

el pH de l’estómac, però redueixen el de l’intestí). El itraconazol (comercialitzat com 

Sporanox) és un antifúngic que es pot prendre per via oral. Als pacients se’ls aconsella 

prendre itraconazole amb els àpats, quan el pH del contingut de l’intestí pot baixar a 5 

o menys. La paret de l’intestí està protegida per una capa de mucosa amb un pH al 

voltant de 6, i no es veu molt afectada pel pH del contingut intestinal [2]. Amb valor de 

pKa al voltant de 4 i amb una lipofilicitat alta, l’itraconazol és una base que a pH alt no 

es troba ionitzada i és gairebé insoluble [16]. S’ionitza a un pH baix, i seria bastant 

més soluble a pH 5 que a pH 6. Gràcies a que els continguts intestinals poden baixar 

fins a pH 5, algunes molècules s’hi poden dissoldre. D’aquesta manera, l’itraconazol 

pot acostar-se a la paret i transformar-se en la forma neutra que és de fàcil absorció. 

Un altre exemple clar sobre la important relació entre la constant d’acidesa i l’absorció 

biològica és el sildenafil. Aquest fàrmac és un vasodilatador, i es comercialitza sota el 

nom de Viagra. És un compost amfòlit, amb un pKa àcid de 9.12 i un pKa bàsic de 6.78 

[17]. Per tant, el sildenafil es troba carregat a valors de pH alts i baixos, i és neutra un 

pH entremig d’ambdues constants d’acidesa. Així doncs, al pH intestinal el sildenafil es 

trobarà en la seva forma més lipofílica, que en altres paraules significa que serà 

absorbit al tracte gastrointestinal. 

Concloent, el coneixement de la constant d’acidesa és de vital importància per a 

l’estudi del comportament dels fàrmacs dins l’organisme. La ionització de les 

substàncies altera de forma considerable propietats com la lipofilicitat i la solubilitat, 

fent possible o no l’absorció i la conseqüent funció curativa del fàrmac. 

 

1.1.2. Equilibri àcid-base i la seva constant 

 

L’any 1923, el químic danès Johannes Nicolaus Brønsted i l’anglès Thomas Martin 

Lowry publicaren de forma independent una teoria sobre el comportament dels àcids i 
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estimant, de la mateixa manera que per als compostos monopròtics, els coeficients 

d’activitats a través de l’equació (1.7).  

 

1.1.3. Constants d’acidesa en presència de cosolvents 

 

Les tècniques actuals utilitzades per al desenvolupament de nous fàrmacs a vegades 

proporcionen molècules poc o gens solubles en aigua. La insolubilitat sovint es 

converteix en un inconvenient en la caracterització fisicoquímica dels medicaments, ja 

que molts assajos requereixen que els compost es trobi en solució al llarg del procés 

experimental [6,20–22]. No obstant això, aquest problema es pot solucionar utilitzant 

medis mixtes de solvent orgànic i aigua.  

S’han utilitzat molts solvent orgànics solubles en aigua com alcohols o acetonitril. 

Tanmateix, el metanol és el dissolvent més escollit, perquè malgrat que les seves 

propietats són molt similars a l’aigua, és capaç de dissoldre compostos no solubles en 

aigua [21–26]. 

El pKa en presència de cosolvent s’anomena constant d’acidesa aparent, pKas

s  (segons 

la IUPAC), on s significa la mescla de la barreja hidro-orgànica en l’escala de pH de la 

mateixa. 

Per a estimar el pKa aquós, o altrament dit a composició orgànica zero, existeixen 

diverses equacions. La més coneguda és la proposada per Yasuda-Shedlovsky, 

basada en el model electrostàtic de Born [27,28]. El treball experimental implica la 

determinació del pKa a diverses mescles hidro-orgàniques i l’aplicació de la següent 

equació: 

௔ܭ݌  ൅ ଶܱሿܪሾ݃݋݈ ൌ
௔ഄ
ε
൅ ܾఌ (1.11) 

que expressa una relació lineal entre el terme pKa + log[H2O] i la inversa de la constant 

dielèctrica, 1/ε. aε i bε són les constant que depenen de cada substància. El valor de 

pKa aquós es troba quan la constant dielèctrica pren el valor corresponent a l’aigua 

pura, ε = 78.3. L’equació (1.11) és vàlida per a solucions amb valor de ε ˃ 50, Pel cas 

de mescles metanol/aigua aquest representa un contingut inferior al 66% en volum (o 

aproximadament al 60% en pes) de metanol. Valors fora d’aquest interval comporten a 
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una pèrdua de linealitat, atribuïda a què a valors baixos de ε, es comença a tenir una 

presència important de parells iònics. També podria interpretar-se com a una desviació 

deguda a la solvatació preferencial del solut, el que implicaria que la esfera de 

solvatació del solut fos de composició diferent, i per tant, tingués un valor de ε diferent 

al del si de la dissolució que s’inclou a la equació (1.11). A proporcions més baixes de 

metanol el efectes responsables de la variació del pKa són deguts a efectes 

electrostàtics [21–23]. 

 

1.1.4. La necessitat de mètodes ràpids per a la determinació de constants 

d’acidesa 

 

El descobriment de fàrmacs ha sofert canvis considerables amb l’avenç de noves 

tecnologies i estratègies. Aquests avenços han donat lloc a noves oportunitats per 

reunir i integrar la informació, augmentant l’èxit i l’eficàcia del descobriment de 

fàrmacs. Tot això fa que les empreses farmacèutiques sintetitzin un gran nombre de 

fàrmacs potencials i precursors químics en períodes relativament curts [29,30]. 

Posteriorment, aquells que són els més adequats se seleccionen per a la seva anàlisi 

posterior i desenvolupament. Els laboratoris que mesuraven menys de deu valors de 

pKa al mes fa menys de dos dècades han hagut d’adaptar o desenvolupar nous 

procediments per gestionar peticions de diversos centenars de mesuraments de pKa 

per setmana [31]. Com a conseqüència, es necessita un cribratge d’alt rendiment per a 

l’avaluació ràpida d’aquests compostos un cop són disponibles després de la seva 

síntesi [3,4]. La disponibilitat d’informació sobre les propietats fisicoquímiques en les 

primeres etapes de la selecció d’un compost permet temps de desenvolupament més 

curts i una reducció en la quantitat de candidats en els programes de recerca de nous 

fàrmacs [6,20,31]. Així doncs, es requereix la mesura de moltes mostres en poc temps, 

en altres paraules, es necessiten mètodes d’alt rendiment, o més conegut en anglès 

com a mètodes high throughput. 
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1.1.5. Mètodes per a la determinació de constants d’acidesa 

 

Per a mesurar valors de pKa cal exposar el compost a un ambient de canvi de pH, i 

supervisar una propietat que canvia en funció de l’estat de ionització de la molècula. A 

més, és imprescindible mantenir la temperatura i la força iònica constant per a totes les 

mesures. Diverses consideracions afecten la tria del mètode. Per exemple, si la mostra 

es troba en la seva forma no ionitzada i és poc soluble en aigua, ha de ser mesurada 

en una solució molt diluïda, o bé ser analitzada en barreges d’aigua-dissolvent. Si se’n 

disposa d’una quantitat molt petita (per exemple, menys d’1 mg), els únics mètodes 

pràctics impliquen majoritàriament l’espectroscòpia UV. D’altra banda, com s’ha 

comentat a la secció 1.1.4, factors com la rapidesa en la determinació high throughput 

d’aquestes constants també són d’importància vital a l’hora d’escollir una metodologia 

adequada. 

Hi ha diverses tècniques per a la determinació de les constants d’acidesa. Els mètodes 

més utilitzats es basen en valoracions potenciomètriques [21–23,32–35], 

espectroscòpiques [32,36–39] i mesures electroforètiques [40–55], També se n’han 

desenvolupat d’altres menys utilitzades com ara espectroscòpia Raman, RMN, 

conductivimetria, termometria o la cromatografia de líquids [32,56]. Al llarg dels últims 

15 anys s’han publicat molts articles comparant alguns dels avantatges i inconvenients 

d’aquestes tècniques [57–62]. Tanmateix, en aquest apartat s’explicarà una breu 

pinzellada dels més importants, i més extensament el mètode per a electroforesi 

capil·lar en les seccions 1.3 i 1.4. 

Les vastament conegudes valoracions potenciomètriques donen resultats molt 

precisos, però la mostra ha de ser de gran puresa i totalment soluble en tot l’interval de 

pH. Per tal de detectar un canvi significant al punt d’equivalència de la corba, es 

necessita treballar per sobre de concentracions de l’ordre de 5·10-4 M. Una valoració 

típica entre pH 3 i 11 requereix al voltant de 45 valors de pH mesurats. A més, la 

necessitat d’esperar a l’equilibri per a cada mesura de pH fa que no sigui un mètode 

ràpid, fins i tot per a valoracions automatitzades. 

D’altra banda, les valoracions espectrofotomètriques són més simples i requereixen 

concentracions significativament menors, però també són lentes i només s’apliquen 

quan el compost d’interès té un grup cromòfor en la seva estructura amb diferents 
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propietats espectrals entre la forma iònica i la forma neutra. A més, igual que en les 

valoracions potenciomètriques, la puresa elevada de la mostra també és obligatòria. 

Una variació molt atractiva és l’instrument híbrid de pH-metric/UV [8,36,63]. Aquest 

instrument és eficient i altament automatitzat, on el resultat s’obté a partir dels canvis 

en l’espectre UV en funció del pH. En alguns casos, les mesures es poden realitzar 

fins i tot quan apareix precipitació acoblant una sonda anomenada DPAS (dip probe 

absorption spectroscopy) [64]. 

L’electroforesi capil·lar és una altra tècnica automatitzada i a més, altament utilitzada 

per a la determinació de les constants d’acidesa. Aquesta tècnica necessita petites 

quantitats de mostra i reactius. Les impureses no són un problema perquè són 

separades de l’anàlit en el procés d’electroforesi. Els temps de separació poden ser de 

l’ordre de pocs minuts. No es requereix informació sobre la concentració ja que només 

es necessiten les mobilitats electroforètiques i normalment disposa de sistemes per a 

controlar la temperatura.  

També val la pena esmentar aquí, que la comparació dels resultats obtinguts 

mitjançant diverses tècniques analítiques i dades de la literatura assenyalen la 

consistència satisfactòria dels resultats i la possibilitat d’utilitzar diferents tècniques 

indistintament. Entre aquestes tècniques, la CE sembla ser una de les preferides per a 

mesures ràpides i precises [55]. En altres paraules, l’electroforesi capil·lar s’ha creat 

un lloc entre tota la col·lecció de mètodes per a la determinació de constants 

d’acidesa. 
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Els principals paràmetres a tenir en compte en l’optimització d’una separació per CE 

són la naturalesa i composició del BGE, sovint una solució tampó, és a dir la seva 

concentració i pH. Altres factors importants que afecten a la separació i que en alguns 

casos estan interrelacionats són: la quantitat de mostra a injectar; la mida del capil·lar 

(longitud i diàmetre); la calor generada per efecte Joule; la temperatura de treball; i el 

voltatge emprat en la separació. El control d’aquests factors és imprescindible per a 

poder aconseguir separacions ràpides, reproduïbles i d’alta resolució [66]. 

 

1.2.2. Paràmetres d’interès per a la determinació de constants d’acidesa 

 

En un equilibri àcid-base com al que es mostra en l’equació (1.1) de la secció 1.1.2, la 

relació entre [A-] i [HA]+[A-] determina el grau de ionització d’una determinada 

substància. De la mateixa manera, la mobilitat efectiva, µeff, d’un àcid monopròtic (HA) 

depèn d’aquest grau de ionització. Quan només existeix A- aquesta mobilitat és 

constant i s’anomena mobilitat de l’espècie desprotonada, μ
A-, o mobilitat límit. La 

relació d’ambdues mobilitats amb la constant d’acidesa ve determinada per la següent 

equació: 

௘௙௙ߤ  ൌ
ఓಲష

ଵାଵ଴೛಼ೌ
ᇲ ష೛ಹ

 (1.13) 

Igual que pels àcids, la µeff d’una base monopròtica (B) ve determinada pel seu grau de 

ionització. Quan només existeix BH+ aquesta mobilitat és constant i s’anomena 

mobilitat de l’espècie protonada, μBH+ o mobilitat límit. La relació d’ambdues mobilitats 

amb la constant d’acidesa ve determinada per la següent equació:  

௘௙௙ߤ  ൌ
ఓಳಹశ

ଵାଵ଴೛ಹష೛಼ೌ
ᇲ  (1.14) 

Extrapolant aquestes bases a compostos polipròtics seguint la nomenclatura de 

l’equació (1.9) present en de la secció 1.1.2, la mobilitat efectiva es pot expressar en 

funció del pH i del pKa de cada equilibri amb l’equació general (1.15):  
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௘௙௙ߤ  ൌ
ఓಹ೙೉೥ା∑ ଵ଴

೔೛ಹష∑ ೛಼ೌೕ
ᇲ೔

ೕసభ ఓ
ಹ೙ష೔೉

೥ష೔
೙
೔సభ

ଵା∑ ଵ଴
೔೛ಹష∑ ೛಼ೌೕ

ᇲ೔
ೕసభ೙

೔సభ

 (1.15) 

 

on μHnXz és la mobilitat de l’espècie més protonada i μ
Hn-iX

z-i  és la mobilitat de les 

espècies desprotonades successives. 

Experimentalment la µeff (cm2V-1min-1) es pot calcular directament a través de l’equació 

(1.16).  

ߤ  ൌ
௅೅௅ವ
௏

ቀ
ଵ

௧೘
െ

ଵ

௧బ
ቁ (1.16) 

Aquesta depèn bàsicament de dos paràmetres: el primer és el temps de migració del 

compost (tm); i el segon el temps de migració del marcador de flux electroosmòtic 

(substància neutra no retinguda que marca la velocitat del flux electroosmòtic, t0). La 

longitud total del capil·lar (LT), la longitud efectiva (distància entre l’extrem del capil·lar 

més allunyat de la finestra de detecció i la pròpia finestra, LD) i el voltatge (V) són 

constants dins d’un sistema electroforètic específic. 
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Cada requadre d’aquesta figura permet una opció i totes les combinacions entre 

aquests elements particulars estan permeses. Aquest fet representa un ampli espectre 

de solucions i possibilitats, algunes de les quals fins ara han estat inexplorades.  

Aplicar pressió a l’entrada del capil·lar o el buit a la seva sortida, són algunes de les 

metodologies emprades per tal d’aconseguir separacions més ràpides [44–47,67,68]. 

Alternativament, alguns autors [69–71] utilitzen recobriments dinàmics o permanents 

en capil·lars de sílice (il·lustrat com a capil·lars dynamically or permanently coated a la 

Figura 1.6) per eliminar, incrementar o mantenir constant el flux electroosmòtic a 

qualsevol pH de treball. 

Seguidament, s’explicarà més detalladament en què consisteix el mètode clàssic. 

D’altra banda, cal esmentar que el nostre grup de treball ha desenvolupat un nou 

mètode electroforètic basat en la utilització d’un patró intern. Degut a que aquesta tesi 

està enfocada principalment en el desenvolupament i optimització d’aquest mètode, se 

li ha dedicat una secció única i exclusiva de la introducció, la secció 1.4. 

 

1.3.2. Mètode clàssic 

 

El mètode clàssic es basa en determinar la mobilitat del compost a diversos valors de 

pH. Per tal d’utilitzar aquest mètode cal tenir varies solucions tampó que cobreixin un 

interval mínim de pH entre pKa ± 4 de l’anàlit per tal d’assegurar que el punt d’inflexió 

de la corba correspon a la constant. 

Cada pH és mesurat potenciomètricament i de forma acurada just abans de l’anàlisi. 

Segons el pH, la substància analitzada presenta diferents graus de ionització, donant 

temps de migració diferents dins del capil·lar. Aquestes diferències en els temps de 

migració condueixen a una mobilitat electroforètica o una altra. A partir dels temps de 

migració es registren i es calculen les mobilitats a partir de l’equació (1.16) de la secció 

1.2.2. Sabent que aquesta mobilitat és la mobilitat efectiva de l’anàlit i que el pH ha 

estat mesurat prèviament via pH-metre, obtenim llavors una sèrie de valors 

representables en una gràfica, on a l’eix de les abscisses s’hi representa el valor de pH 

de la substància i al d’ordenades el valor de µeff. Les dades s’ajusten a l’equació no 

lineal que relaciona ambdues variables i els valors de pKa es determinen per 

interpolació. Aquestes equacions es troben resumides a la secció 1.2.2, essent per a 
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En aquest mètode, el pH de les solucions tampó és crític i cal que sigui mesurat just 

abans de determinar la mobilitat. Un mal condicionament del capil·lar amb la solució 

tampó, l’electròlisi d’aquest a causa de la diferencia de potencial i l’absorció de CO2 de 

l’atmosfera són problemes freqüents que afecten al valor de pH de les mesures. 

Tanmateix, alguns d’aquests problemes es poden minimitzar canviant les solucions 

amortidores per unes de noves cada 5 o 6 anàlisis o de vegades preparant-les de nou. 

En termes de rendiment, el mètode clàssic és un mètode lent ja que les mobilitats 

electroforètiques s’han de determinar en una ampli interval de valors de pH. Tenint en 

compte que s’han de preparar al voltant de 20 solucions tamponades per a cobrir tot 

l’interval de pH útil en CE, es necessiten unes hores per a realitzar la determinació 

d’una constant d’acidesa. No obstant això, en els darrers anys algunes aproximacions i 

nous dissenys s’han dut a terme per a la determinació high throughput d’aquestes 

constants per CE. Entre elles destaquen: la utilització de sistemes amb 96 capil·lars 

electroforètics [47–49,72,73]; la miniaturització per microxip [70]; o la determinació 

simultània de la µeff d’un conjunt elevat de compostos utilitzant detectors més sensibles 

i selectius com l’espectrometria de masses [74]. 
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1.4. IS-CE, INTERNAL STANDARD CAPILLARY ELECTROPHORESIS 

 

El grup de treball ha desenvolupat un nou mètode per a la determinació de constants 

d’acidesa anomenat mètode del patró intern per electroforesi capil·lar o IS-CE (Internal 

Standard Capillary Electrophoresis) [75]. El mètode IS-CE és més ràpid i eficaç que el 

mètode clàssic. Utilitza l’electroforesi capil·lar, però se centra en l’ús d’un compost de 

referència, anomenat patró intern o IS (de l’acrònim anglès Internal Standard), de 

naturalesa i pKa similars als de l’anàlit. Aquest mètode calcula el pKa de l’anàlit a partir 

de les diferències entre les mobilitats relatives d’ambdós compostos i la constant 

d’acidesa de l’IS, suposant que l’IS i l’anàlit es comporten de la mateixa manera en les 

condicions d’anàlisi. Cal afegir, que el mètode IS-CE ha estat provat per a compostos 

monopròtics de diferent naturalesa química, obtenint valors de pKa amb desviacions 

mitges respecte els valors de la literatura de 0.05 unitats [75,76]. 

Per a una millora en la lectura i comprensió d’aquest mètode, aquesta secció s’ha 

dividit en quatre parts: en la primera s’explicarà com funciona el mètode; en la segona 

els fonaments i equacions per utilitzar-lo; en la tercera es comentaran algunes 

consideracions a tenir en compte per a la seva utilització; i en la quarta i última part, 

els seus avantatges respecte als altres mètodes. 

 

1.4.1. Procediment 

 

El mètode IS-CE consisteix en injectar l’anàlit i el patró intern conjuntament a dos o 

més valors de pH diferents. Un primer pH on l’anàlit i l’IS estiguin parcialment ionitzats, 

és a dir, a un interval de pH ± 1 unitats respecte al valor de pKa a fi de tenir un 

percentatge acceptable tant d’espècie iònica com de neutra dels dos compostos. I un 

segon pH on ambdós estiguin totalment ionitzats, en altres paraules, a pH ˃ pKa + 2 en 

el cas dels àcids i pH ˂ pKa – 2 en el cas de les bases.  

Un cop obtinguts els dos electroferogrames, a partir dels temps de migració s’obtenen 

les mobilitats efectives i de les formes totalment ionitzades de l’anàlit i de l’IS. De la 

relació entre les diferents mobilitats de l’anàlit i del patró intern s’obté la diferència 
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ionitzats. Això implica tenir a priori un coneixement aproximat del valor de pKa de 

l’anàlit. 

Avui en dia existeixen programes de càlcul força bons que permeten una primera 

aproximació al pKa. Entre ells destaquen l’ACD/Labs [80] i el SPARC [81]. Un cop 

obtinguda la primer a aproximació del pKa de l’anàlit, s’escull un pH i un patró adequats 

per a la determinació. Si el pH del tampó està en la zona de pKa ± 1 del compost a 

mesurar, aquest es troba significativament ionitzat (10-90%) i s’escull un IS amb un 

pKa a la mateixa zona. A vegades la primera estimació de pKa de l’anàlit no és 

correcte. Llavors, el pKa del AN i de l’IS són massa diferents i com a conseqüència el 

pH on es realitza la mesura de la μeff no és l’adequat. Per a un compost monopròtic 

bàsic, per exemple, l’anàlit mostrarà una mobilitat molt pròxima a la de la seva forma 

protonada (en el cas que es seleccioni un pH massa baix), o una mobilitat propera a 

zero (en cas que es seleccioni un pH massa alt). Pel cas d’un àcid, passarà 

exactament el contrari. Si això passa, el mètode no es pot aplicar. Com que el valor de 

la μeff estarà sempre comprés entre la seva mobilitat límit i zero, depenent del valor 

obtingut de μeff a la primera aproximació, es pot escollir fàcilment un nou pH i IS, si es 

necessari. Per exemple, si la μeff d’una base feble és molt similar a la seva forma 

iònica, μBH+, voldrà dir que el pH utilitzat per a la determinació és massa baix. 

Suposant que tenim un coneixement previ erroni del pKa de l’anàlit, és bastant 

probable que la mesura adequada de la μeff sigui a un pH més alt, per exemple dues 

unitats de pH per sobre. En cas que el μeff sigui zero, voldrà dir que el pH és massa alt 

i la base és en la seva forma neutra. Un cop més, s’haurà de realitzar la mesura de la 

μeff dues unitats de pH per sota. Per tant, quan la primera estimació de la pKa no és 

prou bona sovint és necessari un altre assaig. 

Tot i que probablement no sigui un requisit estricte, és recomanable que els 

compostos escollits com a patrons interns siguin de naturalesa similar a la dels anàlits. 

 

1.4.4. Avantatges 

 

Com a primer avantatge cal esmentar que el mètode IS-CE utilitza l’electroforesi 

capil·lar, per la qual cosa aprofita tots els avantatges d’aquesta tècnica ja comentades 

al penúltim paràgraf de la secció 1.1.4. Alguns exemples són: cal poca mostra i 
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reactius; és una tècnica de separació; no necessita informació sobre les 

concentracions dels anàlits i està molt automatitzada. 

Apart de tots els beneficis com a tècnica electroforètica, el principal avantatge del 

mètode IS-CE és que l’ús del patró intern compensa alguns error sistemàtics durant 

l’experiment. Així doncs amb tant sols dues injeccions en dos valors de pH diferents, 

es pot determinar la constant d’acidesa d’un nou compost. El factor limitant de la 

velocitat del mètode clàssic és la necessitat de realitzar moltes anàlisis experimentals 

de forma separada a diferents valors de pH. Aquest pas, que no aplica als mètodes de 

valoració potenciomètriques o espectrofotomètriques, tampoc aplica al mètode IS-CE. 

Mentre que el mètode clàssic necessita aproximadament unes hores per a determinar 

una constant d’acidesa, l’IS-CE implica un temps mitjà de tant sols 20 minuts. 

D’altra banda, un treball realitzat en el mateix grup de recerca [82] ha aplicat aquest 

mètode per a la determinació de constants a diferents temperatures. En aquest treball 

es demostra que si l’AN i IS tenen increments d’entalpies estàndards similars, la 

utilització d’un patró intern compensa possibles fluctuacions incontrolades de 

temperatura a dintre del capil·lar, com per exemple les degudes a l’efecte Joule. 
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El mètode anomenat IS-CE va ser desenvolupat recentment per a la determinació de 

constants d’acidesa de compostos monopròtics simples [75]. No obstant això, cal 

desenvolupar completament aquest mètode per tal de proporcionar una metodologia 

d’alt rendiment, robusta, simple, fiable i apta per a la determinació de la constant 

d’acidesa de qualsevol tipus de substància bioactiva. 

Per a desenvolupar aquest mètode cal una llista de compostos de diferent estructura i 

naturalesa química amb valors de pKa de referència per tal de facilitar el procés de 

selecció dels patrons interns. Així mateix, cal adaptar el mètode IS-CE per a la 

determinació de constants d’acidesa de compostos amb més d’una constants 

d’acidesa i posteriorment optimitzar-lo per tal de convertir-lo en un mètode high 

throughput, 

D’altre banda, cal avaluar la capacitat del mètode IS-CE per a la determinació de 

compostos de baixa solubilitat i fer servir medis hidro-orgànics per a aquells amb 

solubilitats més baixes. 

Per últim, cal dissenyar un nou prototip perfectament automatitzat i específic per 

aquest mètode, per així poder-lo implementar per a determinacions rutinàries en 

laboratoris de mesures fisicoquímiques i de drug discovery and development. 
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3.1. ESTABLIMENT D’UNA LLISTA DE PATRONS INTERNS DE REFERÈNCIA 

 

La selecció d’un estàndard apropiat amb un valor de pKa conegut i ben determinat és 

de vital importància per a l’aplicació d’aquest mètode, degut a que l’exactitud en la 

determinació de la constant d’acidesa de l’anàlit dependrà en bona part de la certesa 

dels valors de pKa dels estàndard i de la similitud entre els valors de pKa d’ambdós. 

Així doncs, per tal de facilitar el procés de selecció de patrons interns adequats, 

s’estableix el pKa d’un llistat de patrons interns àcids i bàsics de diferent estructura que 

cobreix tot l’interval útil en electroforesi capil·lar. 

Per tal de proporcionar una llista de patrons interns àcids, se seleccionaren diversos 

compostos d’aquesta naturalesa com a possibles candidats i s’establiren els valors pKa 

de referència. En poques paraules, aquest procediment consisteix en un procés iteratiu 

en què es determina el pKa d’un compost de la llista utilitzant els compostos veïns 

(amb una diferència inferior a ± 1) com a IS. Per iniciar el procés s’utilitzen valors de 

pKa bibliogràfics o estimats, i un cop obtinguts uns nous valors de pKa per a cada 

compost, aquests s’utilitzen novament en una nova iteració, juntament amb les dades 

de mobilitat. Aquest procediment es realitza per a cada compost del conjunt i es 

recalculen les constants fins a obtenir valors de pKa concordants entre els valors de 

pKa consecutius (∆pKa ≤ 0.01). Un exemple amb una explicació més detallada es pot 

observar a l’article I, juntament amb la Taula 3. A la Taula 2 del mateix article es 

mostren els compostos escollits i les seves constant d’acidesa a 25ºC i a força iònica 

zero. La bona concordança dels valors trobats amb els valors de la literatura demostra 

com aquesta llista proveeix una sèrie de patrons interns àcids amb valors de pKa de 

referència útil per a determinar pKa d’anàlits a través del mètode IS-CE. 

Per a una validació més acurada dels valors de pKa determinats per als patrons 

interns, es va determinar el pKa d’alguns dels compostos a partir del mètode clàssic. 

Tal com explica la secció 1.3.2 de la introducció, el mètode clàssic relaciona la 

mobilitat de l’anàlit amb el pH en un interval aproximat de pKa ± 4. Subseqüentment, 

les dades experimentals s’ajusten a l’equació no lineal que relaciona la mobilitat 

efectiva amb el pH, equació (1.13), i es troben els paràmetres de pKa
'  i μ

A-. El pKa 

termodinàmic es determina corregint per la força iònica seguint les equacions (1.5) i 

(1.7). 
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Particularment, ens les determinacions del paracetamol i del fenol es van veure 

anomalies al final de la corba. La Figura 3.1 mostra com els punts obtinguts pel tampó 

de NaOH presenten un desplaçament de la mobilitat cap a valors més negatius que els 

punts determinats amb els altres tampons. 

 

 

Figura 3.1. Gràfic de la mobilitat × 104 (cm2 s-1 V-1) en funció del pH pel (a) 

paracetamol i pel (b) fenol. Els tampons utilitzats són: (♦) TrisH+/Tris, 

CHES/CHES-, CAPS/CAPS-; (▲) tampó NaOH; (▬) Corba obtinguda a 

l’ajustar els punts a l’equació (1.13), sense tenir en compte el tampó NaOH. 

 

Aquests resultats permeten concloure que el tampó de NaOH pot ser considerat 

incorrecte per a la determinació de pKa pel mètode clàssic. Ajustant les mateixes 

dades sense tenir en compte els punts realitzats amb el tampó de NaOH, es va 

observar com els valors determinats pel mètode clàssic no presenten diferències 

significatives respecte dels del mètode IS-CE. Aquest fet és degut a que l’augment de 
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la mobilitat que produeix el NaOH en l’anàlit, es veu compensat amb el produït per al 

patró intern, obtenint llavors el mateix valor de pKa. Tot això prova que, a diferencia del 

mètode clàssic, la utilització del mètode IS-CE pot fer front als canvis de mobilitat 

causats per efectes inesperats i interaccions que afecten en un grau similar a l’anàlit i 

patró intern.  

De la suma d’aquests patrons interns àcids i de la llista de patrons bàsics 

confeccionada i presentada paral·lelament per E. Fuguet i col·laboradors [77], es pot 

crear una llista uniformada d’IS àcids i bàsics. D’aquesta forma, s’estableix un conjunt 

de patrons interns de diferent naturalesa àcid-base i estructura amb valors de pKa de 

referència que cobreixen tot l’interval de pH útil en electroforesi capil·lar. La llista dels 

patrons amb els valors de pKa corresponents es troba a la Taula 3.1. 

Partint d’aquesta llista, els analistes tenen a disposició un ampli conjunt de fins a 48 

compostos amb valors de pKa consolidats per escollir de forma ràpida i simple el millor 

patró intern per a una determinació donada. 
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Taula 3.1. Conjunt de patrons interns per a la determinació de constants d’acidesa pel mètode 

IS-CE. Constants d’acidesa termodinàmiques a 25ºC. (A): patró intern àcid. (B): patró intern 

bàsic.  

IS pKa IS pKa 

Àcid 2-clorobenzoic 2.84 (A) 4-Nitrofenol 7.09 (A) 

2,6-Dibromo-4-nitrofenol 3.31 (A) Vanil·lina 7.36 (A) 

Àcid 4-nitrobenzoic 3.37 (A) 2,4,6-Trimetilpiridina 7.51 (B) 

2,6-Dinitrofenol 3.69 (A) Fenobarbital 7.53 (A) 

Àcid 3-bromobenzoic 3.79 (A) 4-Hidroxibenzaldehid 7.61 (A) 

2,4-Dinitrofenol 4.12 (A) Lidocaïna 7.93 (B) 

Àcid benzoic 4.22 (A) Clonidina 8.10 (B) 

Ibuprofè 4.49 (A) 3,5-Diclorofenol  8.18 (A) 

Anilina 4.63 (B) Bupivacaïna 8.19 (B) 

Àcid nicotínic 4.85 (A) Metilparabè 8.35 (A) 

Quinolina 4.93 (B) 2-Clorofenol 8.50 (A) 

4-terc-Butilanilina 4.93 (B) 1-Fenilpiperazina 8.75 (B) 

Warfarina 5.17 (A) N,N-Dimetil-N-benzilamina 8.95 (B) 

N,N-Dimetil-N-fenilamina 5.17 (B) 3-Clorofenol 9.04 (A) 

Piridina  5.28 (B) Difenhidramina 9.08 (B) 

2,5-Dinitrofenol 5.30 (A) Procaïnamida 9.26 (B) 

Sulfacetamida 5.42 (A) 4-Bromofenol 9.28 (A) 

Acridina 5.55 (B) Imipramina 9.37 (B) 

4-terc-Butilpiridina 6.03 (B) Propranolol 9.47 (B) 

2,4,6-tribromofenol 6.04 (A) 1-Aminoetilbenzenè 9.52 (B) 

Papaverina 6.41 (B) Paracetamol 9.58 (A) 

2,4-Lutidina 6.81 (B) Efedrina 9.72 (B) 

Trazodona 6.84 (B) Fenol 9.89 (A) 

Pilocarpina 7.08 (B) Nortriptilina 10.08 (B) 
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3.2. MÈTODE IS-CE PER A COMPOSTOS POLIPRÒTICS 

 

En l’equilibri àcid-base general per a una substància polipròtica la mobilitat 

electroforètica pot expressar-se segons l’equació (1.15), anomenada (3.1) en aquest 

Capítol: 

௘௙௙ߤ  ൌ
ఓಹ೙ಲ೥ା∑ ଵ଴

೔೛ಹష∑ ೛಼ೌೕ
ᇲ೔

ೕసభ ఓ
ಹ೙ష೔ಲ

೥ష೔
೙
೔సభ

ଵା∑ ଵ଴
೔೛ಹష∑ ೛಼ೌೕ

ᇲ೔
ೕసభ೙

೔సభ

 (3.1) 

Les mobilitats de les diferents espècies es poden calcular a través dels temps de 

migració mitjançant l’equació (1.16) i la constant termodinàmica a partir dels 

coeficients d’activitat seguint l’equació (1.10).  

Seguint el mateix procediment que es feia servir per a substàncies monopròtiques, a 

cada constant d’acidesa que tingui l’anàlit polipròtic se li assigna un patró intern 

monopròtic de la Taula 3.1 amb un valor de pKa similar. Posteriorment s’injecten 

cadascuna de les mescles d’AN i IS a dos valors de pH diferents: un proper al valor de 

pKa d’ambdós; i un altre on s’obtingui la mobilitat límit de l’AN i IS, en altres paraules, a 

un pH = pKa ± 2, segons si es tracta d’un àcid o d’una base.  

A diferència de les substàncies monopròtiques, les mobilitats límit i efectives dels 

patrons interns s’utilitzen per a calcular el pH dins del capil·lar. Així doncs, si s’aïlla el 

pH de l’equació (1.19) i es corregeix la força iònica utilitzant l’equació (1.5) s’obté, per 

a un IS de naturalesa àcida, que el pH es calcula a partir de l’equació (3.2): 

	ܪ݌	  ൌ ௔ሺூௌሻܭ݌ െ ݃݋݈
ఓ಺ೄష	ି	ఓ೐೑೑ሺ಺ೄሻ

ఓ೐೑೑ሺ಺ೄሻ
	൅  ூௌష (3.2)ߛ݃݋݈

I per a un IS bàsic, s’utilitza l’equació (1.24) i es corregeix per la força iònica mitjançant 

l’equació (1.6) per a obtenir l’equació (3.3). 

	ܪ݌	  ൌ ௔ሺூௌሻܭ݌ ൅ ݃݋݈
ఓ಺ೄశ	ି	ఓ೐೑೑ሺ಺ೄሻ

ఓ೐೑೑ሺ಺ೄሻ
	െ ூௌశߛ݃݋݈  (3.3) 
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Aquest simple càlcul del pH es pot fer a partir de la mobilitat límit (μ
IS- o μIS+) i la 

mobilitat efectiva (μeff(IS)) mesurades als dos valors de pH corresponents, i del pKa(IS) 

present a la llista de patrons interns de la Taula 3.1. 

Com que la mobilitat efectiva de l’anàlit, μeff(AN), es mesura conjuntament amb la 

mobilitat efectiva del patró intern, μeff(IS), el pH calculat per al patró intern correspon al 

pH on també es mesura la μeff(AN). D’aquesta manera s’obtenen una sèrie de valors de 

μeff(AN) en funció del pH, i fent un ajust no lineal d’aquests parells de valors a l’equació 

(3.1) es poden trobar els valors de pKai
' . 

Per a l’estudi del mètode IS-CE en substàncies polipròtiques es seleccionaren un total 

de 20 fàrmacs, des de compostos simples com aminofenols fins a substàncies com 

cefalosporines o derivats de les tetraciclines amb 3 constants d’acidesa. Els 

compostos es van escollir en funció de les seves característiques àcid-base i de la 

importància farmacològica, així com també per la seva dificultat en la determinació de 

les constants d’acidesa. La llista de compostos es troba a la Taula 3.2 i les estructures 

d’aquestes a la Figura 1 de l’article II. 

Un cas interessant per comprovar la robustesa del mètode és el dels compostos amb 

valors de pKa molt alts o molt baixos. En comparació amb els casos anteriors apareix 

una dificultat, ja que no és possible mesurar directament les mobilitats límit. En 

aquests casos, s’ha d’utilitzar un IS de naturalesa diferent, és a dir, per a un pKa molt 

àcid un IS de naturalesa bàsica i per a un pKa molt bàsic un IS de naturalesa àcida. 

El mètode IS-CE també és aplicable a compostos amb valors de pKa propers entre 

ells. El procediment a seguir és el mateix que en els exemples anteriors. No obstant 

això, es necessiten menys electroferogrames ja que tant els patrons com el compost 

d’assaig s’injecten tots junts en la mateixa anàlisi per a una determinació simultània de 

dos punts d’ajust (un amb cada patró).  

Els resultats obtinguts de l’aplicació del mètode d’IS-CE als 20 compostos polipròtics 

estudiats es presenten a la Taula 3.2 juntament amb els valors trobats a la literatura. 

Les referències bibliogràfiques es troben resumides a la Taula 8 de l’article II. En 

general, les desviacions estàndard associades als valors de pKa obtinguts són inferiors 

a 0.1 unitats de pKa, sent per a la majoria dels valors 0.05 o menys.  
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Taula 3.2. Constants d’acidesa termodinàmiques a 25ºC determinades a partir del 

mètode IS-CE (pKa(exp)). i trobades a la literatura (pKa(lit)). 

Compost pKa(exp) S pKa(lit) 

Furosemida 3.83 
10.25 

0.05 
0.07 

3.78; 3.87; 3.64; 3.76; 3.60 
10.62; 10.75; 10.6; 10.32; 10.35 

Àcid ftàlic 3.02 
5.38 

0.05 
0.05 

3.06; 2.73; 2.94; 2.95 
5.38; 4.78; 5.43; 5.41 

Àcid 4-hidroxibenzoic 4.65 
9.45 

0.02 
0.04 

4.45; 4.57 
9.32; 9.46 

Acetazolamida 7.55 
9.27 

0.03 
0.04 

7.52; 7.78 
9.41; 9.57 

Pirilamina 4.01 
8.99 

0.03 
0.02 

4.14; 4.02 
9.12; 8.92 

Histamina 5.67 
9.91 

0.04 
0.04 

5.80; 5.89 
9.96; 9.85 

Clorfeniramina 3.64 
9.27 

0.04 
0.03 

3.86 
9.13; 9.18 

Quinina 4.11 
8.43 

0.07 
0.04 

3.95; 3.92; 3.95; 4.29; 4.14 
8.46; 8.43; 8.60; 8.53; 8.39 

Levodopa 2.16 
9.47 

0.18 
0.04 

2.31; 2.30 
9.74; 9.70 

Histidina 5.99 
9.32 

0.01 
0.02 

5.96; 5.94; 5.67 
9.27; 9.31; 8.99 

Fenilalanina 2.20 
9.35 

0.09 
0.02 

 2.16; 3.23; 2.23 
9.01; 9.39; 9.32 

2-Aminofenol 4.71 
9.80 

0.01 
0.01 

4.63; 4.78; 4.72  
9.42; 9.97; 9.71 

Piridoxina 4.89 
9.01 

0.01 
0.02 

4.67; 4.87; 4.77; 4.87 
9.02; 9.11; 9.04; 8.99 

Labetalol 7.27 
9.69 

0.03 
0.04 

7.28; 7.36; 7.35 
9.49; 9.40; 9.16 

Sotalol 8.36 
9.92 

0.05 
0.05 

8.38; 8.28 
9.47; 9.75 

Ampicil·lina 2.76 
7.48 

0.07 
0.02 

2.50; 2.41; 2.42 
7.04; 6.94; 7.30 

Cefalexina 2.68 
7.17 

0.13 
0.03 

2.40; 2.61; 2.53; 2.93 
7.27; 7.08; 7.13; 7.18 

Cefadroxil 2.72 
7.67 

10.02 

0.04 
0.02 
0.04 

2.55; 2.52; 2.48  
7.21; 7.65; 7.37  

9.71; 9.64  

Clortetraciclina  3.28 
7.19 
8.86 

0.02 
0.04 
0.04 

3.33; 3.30; 3.3 
7.55; 7.44; 7.4 
9.33; 9.27; 9.3 

Oxitetraciclina 3.28 
7.48 
8.88 

0.02 
0.05 
0.06 

3.22; 3.10; 3.04; 3.27; 3.3  
7.46; 7.35; 8.00; 7.32; 7.3  

8.94; 9.20; 9.11; 9.1  
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Quan es comparen els resultats obtinguts pel mètode IS-CE amb els de la literatura, es 

pot observar que per a la majoria de compostos existeix una diferència ˂ 0.1 unitats. 

Per a compostos tals com clorfeniramina, labetalol, sotalol, ampicil·lina, cefadroxil, 

clortetraciclina o levodopa hi ha diferències al voltant de 0.2-0.3 unitats de pKa per 

algunes de les seves constants d’acidesa. No obstant això, la informació bibliogràfica 

d’aquests compostos és escassa i dispersa, de manera que l’estimació real de 

l’exactitud d’aquests valors bibliogràfics no és possible. La Figura 7 de l’article II 

il·lustra la bona correlació entre els valors experimental i bibliogràfics, demostrant 

novament que el mètode IS-CE pot aplicar-se per a compostos amb més d’una 

constant, independentment de la seva complexitat. 
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3.3. IS-CE COM A MÈTODE HIGH THROUGHPUT 

 

Per aconseguir convertir el mètode IS-CE en high throughput, s’ha analitzat i millorat el 

rendiment dels paràmetres instrumentals i de les condicions experimentals, segons 6 

apartats principals: (i) la tria d’una instrumentació adequada; (ii) l’optimització dels 

paràmetres instrumentals de l’equip seleccionat; (iii) la millora del rendiment en la 

separació electroforètica i en la determinació del pKa; (iv) l’optimització de 

condicionaments del capil·lar; (v) la utilització de DMSO com a marcador d’EOF; (vi) i 

finalment l’avaluació general de la precisió i exactitud del mètode un cop optimitzat. 

En primer lloc l’instrument comercial seleccionat és el P/ACE MDQ de Beckman, ja 

que es presenta com el més adequat pel desenvolupament del mètode. Les safates de 

mostres i tampons estan ubicades en llocs diferents i es poden treure fàcilment de la 

seva posició i a més es poden emmagatzemar directament a 4°C a l’interior de 

l’instrument. D’altra banda, l’instrument permet l’aplicació de pressió durant la 

separació, així com també la injecció seqüencial de mostres. 

En segon lloc, per a l’optimització dels paràmetres instrumentals cal tenir en compte 

l’equació (1.16), anomenada en aquest Capítol, equació (3.4): 
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Degut a que la mobilitat roman constant, l’única manera d’aconseguir temps de 

migració més curts (tm i t0) és utilitzant longituds de capil·lar curtes (LD i LT) i aplicant 

voltatges grans (V). Així doncs, el capil·lar es va tallar a la longitud mínima que la 

configuració de l’instrument permet (25.0 cm fins al detector i 35.2 cm de longitud total) 

i es va seleccionar un voltatge de 20 kV per a mantenir la linealitat entre la tensió 

aplicada i el corrent generat per a tots els tampons (on encara es mantenia la llei 

d’Ohm). En aquestes condicions de capil·lar i voltatge, els temps de migració es 

redueixen en comparació amb aquells obtinguts anteriorment. S’arriba fins a temps 

d’anàlisi d’entre 1 i 3 min, essent les determinacions més llargues aquelles a valors de 

pH baixos i amb compostos aniònics; en altres paraules, anàlisis amb EOF baix i 

compostos amb mobilitat negativa. 

El tercer pas va ser implementar l’anomenada injecció seqüencial. Aquesta injecta un 

rere l’altre l’anàlit i tots els patrons interns seleccionats abans de començar a aplicar la 
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diferència de potencial. Així mateix, per accelerar la migració dels compostos, es va 

aplicar pressió durant la separació: com més gran sigui la pressió, més curt serà el 

temps de migració. No obstant això, l’alta pressió pot provocar pics superposats. 

L’exemple mostrat a la Figura 1 de l’article III il·lustra que quan la pressió augmenta, 

disminueix el temps de migració així com també la resolució entre pics. Així doncs, es 

va aplicar 0.5 psi com a millor compromís entre un temps d’electroferograma curt i alta 

resolució. 

Les metodologies de pre- i post-condicionament del capil·lar, el quart punt, van ser 

optimitzades a fi de reduir el temps de rentat i, com a conseqüència, el temps total 

d’anàlisi. La Taula 2 de l’article III mostra les seqüències de condicionament després 

dels processos d’optimització. La reducció va ser dràstica, gairebé de 12 vegades, 

sense afectar a la repetibilitat dels resultats.  

En cinquè lloc es va utilitzar el DMSO com a marcador de l’EOF. El DMSO s’utilitza 

àmpliament per a la síntesi de nous fàrmacs i per a crear biblioteques de compostos 

en la indústria farmacèutica [11,83,84], per tant molts del fàrmacs potencials per 

caracteritzar normalment ja el tenen incorporat abans de l’anàlisi [46,85]. Tanmateix, el 

DMSO té una absortivitat molar elevada i pot causar problemes en la detecció dels 

pics si es troba a concentracions altes. Així doncs, 0.4% de DMSO al vial d’injecció va 

ser la proporció òptima per a la determinació eficaç de compostos en CE (Figura 2c de 

l’article III). 

En sisè i últim lloc, es va avaluar la precisió i exactitud del mètode optimitzat. La 

precisió dels valors de pKa obtinguts es va avaluar de dues maneres: la primera 

determinant les mobilitats efectives, μeff,, a diversos valors de pH pròxims al pKa de 

l’anàlit (en lloc de fer-ho a un únic valor); i la segona manera, més ràpida, a partir de 

diversos patrons interns injectats seqüencialment en el mateix electroferograma. 

L’article III juntament amb la Figura 5 mostra un exemple utilitzant la mepivacaïna com 

a anàlit. Pel que fa a l’exactitud, el mètode IS-CE fins al moment s’ha utilitzat per a 

determinar fins a 129 valors de pKa de 93 fàrmacs d’estructures diverses. Per estimar 

l’exactitud dels valors de pKa experimentals, pKa(IS-CE), aquests s’han correlacionat amb 

els valors trobats a la literatura, pKa(lit), a 25ºC i força iònica zero o mesurats en el 

nostre laboratori per altres mètodes. Les dades numèriques d’aquesta correlació es 

troben a la secció de Suporting Information de l’article III. La Figura 3.2 mostra la 

representació entre pKa(IS-CE) i pKa(lit), i els paràmetres de la correlació entre ambdós 

estan resumits a l’equació (3.5): 
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3.3.1. Estudi d’estabilitat dels tampons i dels patrons interns 

 

Per a obtenir bons resultats experimentals s’han de complir els requisits sobre els BGE 

i els patrons interns ja comentats a la secció 1.4.3 del Capítol I. El pH del tampó pot 

modificar-se principalment per tres factors: el primer és la volatilització, com passa per 

exemple amb els tampons d’amoníac; el segon és l’electròlisi quan s’aplica una 

diferencia de potencial; i per últim la dissolució de CO2 en tampons de NaOH o 

altament bàsics. Tot i que en el mètode IS-CE el pH de la solució tampó a l’interior del 

capil·lar es pot calcular fàcilment, és important saber quantes vegades es pot utilitzar 

la mateixa parella de tampons, mantenint les seves propietats dins d’un interval 

acceptable. En conseqüència, es va monitoritzar el pH dels tampons recomanats per a 

la utilització de l’IS-CE (presents a la Taula 1 de l’article I) en funció del temps 

d’electròlisis. El pH es va calcular utilitzant el pKa i les mobilitats límit i efectiva del 

patró intern a partir de l’equació (3.2) per a un IS àcid i l’equació (3.3) per un IS bàsic. 

El pH de tots els BGE va ser monitoritzat al llarg del temps, fent anàlisis cada cinc 

minuts durant un temps total de 16 hores d’electroseparació. La determinació del pH 

es va dur a terme utilitzant tres IS per a cada BGE. La mitjana del pH obtingut per a 

cada electròlit es representa gràficament durant les primeres 10 hores 

d’electroseparació a la Figura 3.3.  

Com es pot observar, en tots els casos el pH disminueix amb el temps d’anàlisi. Això 

pot explicar-se fàcilment pels processos d’electròlisi produïts en els vials de separació 

a causa de les reaccions que impliquen la generació (tampó d’entrada) o el consum 

(tampó de sortida) d’ions d’hidrogen a través dels elèctrodes [86]. L’equació (3.6) 

descriu els processos redox que tenen lloc als vials de separació de l’equip 

electroforètic.  

											ଶܱܪ2  → 		ܱଶሺ௚ሻ ൅ ାܪ4 ൅ 4݁ି  Ànode (+) Entrada 

ାܪ4  ൅ 4݁ି → 		  ଶሺ௚ሻ Càtode (-) Sortida (3.6)ܪ2

Com s’ha explicat abans, el mètode IS-CE minimitza alteracions en les condicions 

d’anàlisi gràcies a que utilitza un IS que pateix la mateixa alteració que l’anàlit. Això vol 

dir que aquestes variacions en el pH no afecten a la determinació del pKa del compost, 

sempre i quan l’AN i l’IS estiguin degudament ionitzats.  
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2 minuts, Figura 4 de l’article III). Aquest fet demostra que l’ús del mètode IS-CE no 

requereix una substitució freqüent dels vials de separació, mentre que en el mètode 

clàssic la variació pH es minimitza canviant els vials aproximadament cada 1-2 hores 

d’electroseparació. 

No obstant això, la Figura 3.3 mostra que el pH del TRIS o CAPS disminueix gairebé 

una unitat després de deu hores. Aquest fet fa disminuir la capacitat amortidora i, el 

que és més important, variar l’estat d’ionització de l’AN i IS. Per tal d’evitar aquest fet, 

es recomana la substitució dels tampons després d’aproximadament 10 hores d’ús o 

després d’unes 300 injeccions, considerant un temps d’anàlisi mitjà de 2 minuts. 

Tal com s’ha comentat anteriorment, la Taula 3.1 mostra la llista de valors de pKa dels 

48 patrons interns. Aquesta llista proporciona un conjunt de compostos de referència 

amb constants d’acidesa perfectament conegudes i ajuda en el procés de selecció 

d’un IS apropiat per a una donada determinació de pKa. Així doncs, quan s’ha de 

determinar el pKa d’un anàlit, un o diversos patrons interns de la safata de mostres 

s’injecten seqüencialment amb el compost d’assaig. No obstant això, pot ser que les 

solucions patró es degradin amb el temps i per això cal fer un estudi sobre la seva 

estabilitat. 

Per a aquesta avaluació, cada compost es va injectar periòdicament a un pH on es 

troba totalment ionitzat, controlant l’àrea i la mobilitat del compost al llarg del temps. 

L’àcid nicotínic, la N,N-dimetil-N-fenilamina, la piridina i la 4-terc-butilpiridina mostraven 

una disminució del 10% de l’àrea total en uns pocs dies per la qual cosa s’han de 

canviar diàriament. En el cas de la vanil·lina, l’anilina, la quinolina, la 4-terc-butilanilina, 

la 2,4-lutidina, la trazodona, la pilocarpina, el 2,4,6-trimetilpiridina, la bupivacaïna, la 

imipramina i el propranolol, la substitució s’ha de fer setmanalment. La warfarina, el 

2,4,6-tribromofenol, l’acridina, la papaverina, i la procaïnamina, requereixen la 

substitució mensual. Per a la resta dels patrons interns, l’àrea del pic continuava sent 

del 90% o més després d’un període de quatre mesos. 
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3.4. APLICACIÓ DEL MÈTODE IS-CE PER A LA DETERMINACIÓ HIGH 

THROUGHPUT DE PERFILS DE LIPOFILICITAT 

 

En el Capítol I s’ha explicat com són d’importants les determinacions high throughput 

per als paràmetres fisicoquímics de processos de drug discovery and development. 

S’ha comentat també que, així com la constant d’acidesa, la lipofilicitat (logP) també 

juga un paper molt important en l’estudi de l’activitat biològica. Així doncs, la seva 

determinació ràpida també és rellevant en l’estudi de fàrmacs. De la mateixa manera, 

la determinació ràpida del pKa i de la lipofilicitat (logP) permet la determinació ràpida 

del perfil de lipofilicitat (logD) en funció del pH. 

Tradicionalment, la lipofilicitat d’una substància neutre s’expressa com a logaritme del 

coeficient de partició octanol-aigua o en la seva forma logarítmica, logPo/w. Ara bé, per 

a molècules amb propietats àcid-base el coeficient de partició varia amb el pH, 

anomenant-se llavors el coeficient de lipofilicitat a qualsevol pH com a logDo/w 

(coeficient de distribució). 

Per a substàncies ionitzables, el logDo/w es pot estimar a partir de les constants 

d’acidesa i del coeficient de partició de la substància neutra i totalment ionitzada [87]. 

Tanmateix, no es pot realitzar la determinació directa del coeficient de partició de 

l’espècie totalment iònica, però segons un treball publicat per S. Donovan i M. 

Pescatore [88] es pot assumir que aquest valor és típicament 3.15 unitats 

logarítmiques més baix que el de l’espècie neutra. Així doncs, el logDo/w es pot 

expressar seguint l’equació (3.7), per a un àcid monopròtic i seguint l’equació (3.8), per 

a una base monopròtica. 

௢/௪ܦ݃݋݈  ൌ ቆ݃݋݈
െ3.15ቁ൉10ݓ/݋൅ቀܲݓ/݋ܲ

ܽܭ݌െܪ݌

1൅10ܪ݌െܽܭ݌
ቇ (3.7) 

௢/௪ܦ݃݋݈  ൌ ቆ݃݋݈
െ3.15ቁ൉10ݓ/݋൅ቀܲݓ/݋ܲ

ܪ݌െܽܭ݌

1൅10ܽܭ݌െܪ݌
ቇ (3.8) 

Conseqüentment, coneixent la constant d’acidesa (pKa) i el coeficient de partició 

(logPo/w), es pot calcular el logDo/w a qualsevol pH. 

Tal com comenta l’article IV, s’ha desenvolupat un mètode que permet la determinació 

del logPo/w en pocs minuts utilitzant la tècnica d’UHPLC (acrònim anglès de ultra high 
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performance líquid chromatography). Degut a que el desenvolupament i metodologia 

d’aquest mètode no forma part d’aquesta tesi, no s’explicarà ni es discutirà en 

profunditat. No obstant això, se’n fa una breu descripció. Aquest mètode utilitza el 

càlcul de retencions cromatogràfiques en gradient per UHPLC per calcular els 

anomenats índexs d’hidrofobicitat cromatogràfica (CHIMeCN) de les espècies neutres de 

substàncies ionitzables. Un cop trobat els valors de CHI, aquests serveixen per 

calcular el valor de logPo/w a través de l’equació descrita per Klara Valkó et al. [89], 

݃݋݈  ௢ܲ/௪ ൌ ெ௘஼ேܫܪܥ0.054 ൅ ܣ1.319 െ 1.877 

 ܰ ൌ 86 ܴ ൌ ܦܵ 0.70 ൌ ܨ 0.29 ൌ 655 (3.9) 

involucrant un descriptor d’acidesa per pont d’hidrogen (paràmetre A). Resumint, en 

tant sols una anàlisi per UHPLC de menys de 4 minuts es pot determinar el valor del 

coeficient de partició de la forma neutra d’una substància qualsevol. 

En aquest treball, tant el mètode IS-CE per a la determinació de valors de pKa com el 

de UHPLC per a la determinació de valors de logPo/w es van combinar per descriure 

una alternativa high throughput per a la determinació dels perfils de lipofilicitat de 

compostos bioactius. Per a aquest estudi, es va determinar el pKa i el logPo/w d’una 

sèrie de 28 substàncies àcides i bàsiques. La Taula 3.3 llista totes les substàncies amb 

els corresponents valors de pKa i logPo/w determinats així com també mostra els valors 

de CHI i A en la determinació. Seguint les equacions (3.7-3.8), la taula també presenta 

la determinació d’un paràmetre biològic interessant com el coeficient de partició al pH 

sanguini de 7.4, logD7.4. Aquests valors són contrastats amb els valors de referència 

trobats a la literatura, logD7.4(ref). Comparant ambdós valors de la taula es pot observar 

que hi ha una molt bona similitud entre els valors de LogD7.4, amb excepció de la 

lidocaïna, que presenta una desviació major, però de només d’una unitat de logD 

aproximadament.  
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Taula 3.3. Determinació del logPo/w pel mètode basat en UHPLC, de pKa pel mètode IS-CE i del 
coeficient de partició a pH 7.4, logD7.4, a partir de les equacions (3.7-3.8). 

Compost CHI A logPo/w pKa logD7.4 logD7.4(lit) 

Substàncies bàsiques      

Papaverina 66.93 0.00 1.74 6.41 1.69 - 

Reserpina 98.70 0.31 3.86 6.64 3.79 3.89a) 

2,4-Lutidina 49.35 0.00 0.79 6.81 0.69 - 

Ketoconazol 83.90 0.00 2.65 6.81 2.55 3.42a) 

Trazodona 76.34 0.00 2.25 6.84 2.14 2.54b) 

Pilocarpina 20.86 0.00 -0.75 7.08 -0.92 - 

2,4,6-Trimetilpiridina 57.17 0.00 1.21 7.51 0.85 - 

Lidocaïna 86.40 0.26 3.13 7.89 2.52 1.61a) 

Clonidina 51.30 0.42 1.44 8.10 0.67 0.62b) 

Bupivacaïna 101.75 0.26 3.96 8.19 3.11 - 

Quinina 66.42 0.23 2.01 8.45 0.93 - 

Haloperidol 88.90 0.31 3.34 8.56 2.15 2.77a) 

Procaïna 62.90 0.23 1.82 9.08 0.14 0.24a) 

Propranolol 80.90 0.29 2.88 9.48 0.83 1.23a) 

Metoprolol 61.50 0.29 1.83 9.53 -0.26 -0.25a) 

Atenolol 32.10 0.78 0.89 9.67 -1.33 -1.81a) 

Substàncies àcides      

Paracetamol 21.20 0.91 0.47 9.58 0.46 0.35a) 

2-Clorofenol 63.64 0.33 2.00 8.50 1.96 - 

Teofil·lina 21.40 0.35 -0.27 8.39 -0.31 -0.07a) 

Metilparabè 52.33 0.66 1.82 8.35 1.78 - 

3,5-Dinitrofenol 85.97 0.83 3.86 8.18 3.80 - 

4-Hidroxibenzaldehid 38.36 0.66 1.07 7.61 0.86 - 

Fenobarbital 51.84 0.52 1.61 7.53 1.37 1.51b) 

Vanil·lina 41.37 0.44 0.94 7.36 0.61 - 

4-Nitrofenol 55.31 0.67 1.99 7.09 1.51 - 

Warfarina 82.90 0.31 3.01 5.17 0.83 0.89a) 

Àcid benzoic 48.00 0.57 1.47 4.22 -1.40 -1.27a) 

Indometacina 90.70 0.57 3.77 4.16 0.88 - 

a) Mètode Shake-flask. Ref. [90]. b) Ref. [2]. 
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3.5. DETERMINACIÓ DE CONSTANTS D’ACIDESA DE COMPOSTOS POC 

SOLUBLES 

 

A diferència d’altres mètodes, l’IS-CE presenta un gran avantatge per als fàrmacs poc 

solubles. Normalment la mobilitat límit és fàcil de mesurar, ja que la solubilitat 

augmenta a mesura que augmenta el grau de ionització, tal i com s’ha comentat a la 

secció 1.1.1.2 de la introducció. En el cas de les mobilitats efectives, si es detecta la 

precipitació del fàrmac, la determinació de la mobilitat es pot tornar a provar a un nou 

pH on el grau de ionització sigui més alt. 

En aquesta secció del treball es presenta i s’analitza la determinació de valors de pKa 

de fàrmacs en solució aquosa pel mètode IS-CE. El conjunt de compostos compilats 

inclou 38 substàncies amb un total de 51 valors de pKa, essent molts dels compostos 

fàrmacs comercials. La seva selecció es va realitzar en funció de les respectives 

solubilitats intrínseques. La Taula 3.4 mostra els compostos juntament amb la forma 

logarítmica de la seva solubilitat intrínseca (logS(lit), en mol·L-1) i la constant d’acidesa 

determinada pel mètode IS-CE (pKa(IS-CE). Els compostos s’enumeren en ordre de 

solubilitat decreixent, començant pels molt solubles com ara la teofil·lina amb logS de -

1.10, i acabant pels molt insolubles com el tamoxifè amb logS de -8.49. Aquests valors 

de solubilitat foren obtinguts a partir de diverses fonts [37,63,91,92], o a través del 

programa de predicció ACD/Labs v2012 [80] quan no hi havia dades experimentals 

disponibles a la literatura. En el cas de que hi hagués més d’un valor bibliogràfic, la 

taula presenta la seva mitjana. 

Per a un fàrmac amb solubilitat suficientment alta, el pKa es determina pel mètode IS-

CE habitual sense gaire problemes. A mesura que la solubilitat baixa, la determinació 

del pKa del fàrmac esdevé més difícil cada vegada. El diclofenac, amb logS de -5.45 

unitats, va ser el compost més soluble que precipitava quan es preparava la solució a 

injectar, és a dir, quan es preparava la dilució 1/10 en aigua a partir de la solució mare 

de 1 mg·mL-1 dissolta en metanol. Es pot dir per tant, que no s’observen problemes de 

precipitació en tot el procés de determinació de pKa a través del mètode IS-CE per 

fàrmacs amb valors de logS superiors a -5, aproximadament. 
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Taula 3.4. Compostos d’estudi amb els respectius logS de la literatura i els valors de pKa 

determinats pel mètode IS-CE. Valors de pKa a 25ºC i força iònica zero. 

Compost  logS(lit)
 pKa(IS-CE)  Compost  logS(lit)

 pKa(IS-CE) 
Teofil·lina -1.10b) 8.39  Galangina -3.93b) 7.25 

Atenolol -1.29c) 9.67    9.54 

Procaïna -1.72c) 9.08  Diflunisal -4.20b) 2.97 

Alprenolol -2.63c) 9.37  Flurbiprofè -4.30c, d) 4.19 

Diltiazem -2.94c) 7.99  Ketoconazol -4.40b) 3.45 

Fisetina -3.00b) 7.14    6.81 

  8.39  Maprotilina -4.69c) 10.23 

  10.28  Ciproheptadina -4.94b) 8.90 

Morin -3.02b) 5.15  Reserpina -5.05b) 6.64 

  8.15  Fenbufè -5.19e) 4.73 

  10.46  Clorpromazina -5.29c, d) 9.26 

Campferol -3.37b) 7.16  Diclofenac -5.45c, d) 4.22 

  9.05  Haloperidol -5.47c) 8.5 

  10.54  Miconazole -5.62c) 6.14 

Quercetina -3.40b) 7.15  Mifepristona -5.75c, e) 5.23 

  8.84  Indometacinaa) -5.77d, e) 4.16 

  10.31  Niclosamida -6.15f) 7.25 

Apigenina -3.47b) 7.60  Àcid mefenàmic -6.34c) 4.17 
  9.35  Àcid meclofenàmic -6.86c) 4.09 

Naringenina -3.48b) 6.68  Seraconazol -6.99b) 6.07 

  10.16  Gliburida -7.05e) 5.44 

Hesperetina -3.50b) 6.97  Loperamida -7.13c) 8.79 

  10.13  Terfenadina -7.74c) 9.19 

Oxifenciclimina -3.58b) 11.01  Amiodarona -8.17c) 8.59 

Dibucaïna -3.68b) 8.57  Tamoxifè -8.49e) 8.40 

Fluoxetina -3.92c) 10.08     

a) Degradació observada quan es prepara a 1mM d’àcid o base. b) ACD/Labs 2012. [80]. c) 

Ref. [63]. d) Ref. [37]. e) Ref. [91]. f) Ref. [92]. 

 

3.5.1. Fàrmacs amb solubilitat lleugerament baixa 

 

Els compostos amb logS més baixos que el de la clorpromazina, inferiors a -5.3 

aproximadament, precipitaven en diluir la solució mare en aigua. No obstant això, es 

poden adoptar diverses estratègies per superar aquest problema. La primera opció és 

afegir la quantitat necessària de HCl o NaOH per tal de ionitzar el compost al vial de 

mostra augmentant així la seva solubilitat. Atès que el mètode de mesura és molt 

ràpid, moltes vegades la precipitació es pot evitar si el compost és ionitzat i solubilitzat 
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prèviament, i encara que hi hagi canvis de pH a l’interior del capil·lar el pKa es mesura 

mentre la solució es manté sobresaturada. De totes maneres, si es detecta precipitació 

al capil·lar, una segona opció és realitzar la mesura de la mobilitat efectiva a un nou 

pH més a prop del pH on predomina la forma iònica, és a dir, a un major grau de 

ionització del fàrmac. Una tercera estratègia és diluir els fàrmacs a aproximadament a 

5-10 ppm, ja que la detecció en aquestes concentracions encara es pot realitzar 

correctament. 

Les estratègies explicades, soles o combinades, permeteren la determinació de 

constants d’acidesa de fàrmacs directament en solució aquosa fins a logS de -6 

aproximadament. De fet, la niclosamida va ser l’últim fàrmac en ordre decreixent de 

solubilitat determinat d’aquesta manera. Tal i com mostra la Taula 1 de l’article V, el 

grau de ionització per a aquest grup de compostos es troba al voltant del 70% o més. 

Aquest percentatge de ionització és suficient per mantenir el fàrmac en solució, però 

prou baix com per permetre el càlcul de pKa. 

 

3.5.2. Fàrmacs amb solubilitat molt baixa 

 

Pel que fa als compostos amb solubilitat molt baixa, logS ˂ -6.34, aquests precipiten 

durant les anàlisis realitzades en medi aquós, fins i tot quan s’adopten les estratègies 

presentades a l’apartat anterior. Així doncs, la utilització de cosolvents i procediments 

d’extrapolació són estrictament necessaris. 

Treballar amb barreges hidro-orgàniques implica establir nous valors de pKa de 

referència per al conjunt dels IS en tota la gamma de composicions metanol-aigua de 

treball (0-40% v/v). El procediment seguit per a establir aquests valors de pKa es basa 

en la mateixa metodologia utilitzada anteriorment per a establir la llista d’IS àcids, 

explicada a la primera secció d’aquest Capítol. El procediment es va aplicar 

separadament per IS àcids i IS bàsics i en ambdós casos els valors de pKa es van 

determinar a quatre composicions diferents de metanol-aigua, 10, 20, 30 i 40% (v/v). Al 

començament de la iteració, es van utilitzar com a constants de partida els valors de 

pKa estimats per a cada mescla MeOH-H2O a partir d’equacions empíriques [93,94]. 

En cada cas, es va aplicar una equació específica depenent del grup funcional implicat 

a la constant d’acidesa i del percentatge de metanol.  

 



CAPÍTOL III 

172 

 

La Taula 1 de l’article VI llista els valors de pKa obtinguts per a les diferents barreges 

MeOH-H2O així com també els valors aquosos i les desviacions estàndards 

associades. Per tal de conèixer el valor de pKa de referència a qualsevol composició 

de metanol-aigua entre 0-40%, els quasi 200 valors experimentals d’aquesta taula es 

van ajustar a equacions quadràtiques per a cada IS. Aquests ajustos es resumeixen a 

la Taula 2 de l’article VI i permeten el càlcul de la constant d’acidesa a qualsevol volum 

per a qualsevol IS de la llista entre un interval de 0-40% de metanol. 

Els valors de pKa publicats a la literatura (pKa(lit)) van ser comparats amb els valors 

obtinguts a través de les equacions de la Taula 2 de l’article VI. Els valors de la 

literatura s’obtingueren a partir de diverses fonts, la majoria de les quals es troben a 

l’excel·lent compilació de Palm et al. [95]. Particularment, 101 valors bibliogràfics en 

composicions de metanol que van entre 11-45% van ser correlacionats amb els 

establerts pels patrons interns. La Taula 3 i la Figura 1 del mateix article presenten les 

correlacions entre els valors de pKa. L’escassetat i dispersió de la informació 

bibliogràfica d’aquests valors fa que sigui difícil realitzar una estimació real de 

l’exactitud. No obstant això, els valors absoluts de ∆pKa no superen les 0.25 unitats i 

en la majoria dels casos és inferior a 0.1. D’altra banda, no es van arribar a trobar 

valors fiables d’alguns dels patrons interns. Tanmateix, aquests valors també són 

indirectament avaluats ja que el mètode de mesura implica contrastar conjuntament els 

valors de pKa mesurats i per tant estan tots relacionats entre si. D’aquesta manera, un 

bon ajust amb els valors de la literatura implica una bona relació general, fins i tot per a 

aquells casos en què la comparació directa amb valors bibliogràfics no ha estat 

possible. 

Els 8 últims fàrmacs de la Taula 3.4 van ser els seleccionats per a l’avaluació del 

mètode en medis hidro-orgànics, des de l’àcid mefenàmic amb logS de -6.34 fins al 

tamoxifè amb un valor de -8.49. Els valors pKa d’aquests fàrmacs es van determinar a 

quatre percentatges de metanol com a cosolvent (10, 20, 30 i 40% v/v), i l’extrapolació 

al 0% seguint l’equació lineal de Yasuda-Shedlovsky tal com s’ha explicat anteriorment 

a la introducció. La Taula 4 de l’article VI mostra les constants d’acidesa determinades 

en les mescles, els paràmetres d’ajust a l’equació de Yasuda-Shedlovsky i el pKa 

extrapolat per a cada fàrmac amb la corresponent desviació associada a la 

determinació. 
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3.5.3. Comparació amb altres mètodes 

 

La Taula 3.5. mostra una comparació de metodologies per a la determinació pKa 

d’aquests fàrmacs poc solubles, particularment aquells que presentaven problemes i 

que han estat mencionats anteriorment. Les substàncies s’han separat en dos blocs, 

les que es poden analitzar en medi aquós i les que necessiten de mescles hidró-

orgàniques. Per a la majoria de compostos es van trobar forces valors a la literatura 

(pKa(lit)) determinats per a una gran varietat de mètodes i condicions experimentals. 

Tots els valors de pKa de la taula estan a força iònica zero i a 25ºC. No es van trobar 

fonts fiables dels valors de pKa de la mifepristona, la niclosamida i el sertaconazol de 

manera que no es poden incloure en la comparació. La taula també inclou informació 

sobre el cosolvent i l’interval utilitzat (% v/v) en cada determinació. Algunes de les 

referències no especifiquen l’interval de cosolvent, o fins i tot el cosolvent utilitzat (n.e. 

a la taula).  

En general s’observa que els resultats obtinguts pel mètode IS-CE s’aproximen molt 

als dels altres mètodes. Quan s’analitzen les dades de la literatura per a les 

determinacions en medi aquós, es veu que a aquests nivells de solubilitat les 

valoracions potenciomètriques requereixen l’ús de cosolvents i mètodes d’extrapolació 

per obtenir valors de pKa aquosos. Pel que fa a les valoracions espectrofotomètriques, 

llevat de diclofenac totes les mesures també es realitzen en medis hidro-orgànics. El 

mètode clàssic CE està en el límit entre l’ús o no de cosolvents. Per exemple, la 

constant d’acidesa de l’indometacina s’ha determinat en aigua per multiplexed CE, 

mentre que el de miconazole requereix l’ús de mescles de metanol-aigua i 

l’extrapolació a través de l’equació Yasuda-Shedlovsky.  

Si s’analitzen les dades experimentals de les determinacions amb el mètode IS-CE 

utilitzant cosolvents i es comparen amb les bibliogràfiques, es pot observar que per a 

aquests nivells de solubilitat tots els mètodes requereixen l’ús de cosolvent i 

procediments d’extrapolació excepte el CE-MS. La tècnica CE-MS permet la 

determinació directa en tampons aquosos, probablement a causa de que l’alta 

sensibilitat del mètode li permet treballar a molt baixa concentració. No obstant això, 

aquest mètode és lent i car a no ser que s’agrupin molts fàrmacs per a una 

determinació simultània.  
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Taula 3.5. Comparació entre els valors de pKa termodinàmics a 25ºC determinats pel mètode 

IS-CE i pels mètodes de la literatura, per als compostos més insolubles de la Taula 3.4. 

Compost  pKa(IS-CE) pKa(lit) Mètode Cosolvent % v/v 

Fàrmacs analitzats en medi aquós   

Diclofenac 4.22 4.16 Pot. [96] Isopropanol 100

  4.09 Pot. [38] MDM* 17 – 48

  4.03 GLpKa espect. [63] No 0

  4.21 CE-MS [74] No 0

Haloperidol 8.56 8.65 Pot. [21] MeOH 46 – 66

  8.55 Pot. [97] MDM* 37 – 56

  8.42 GLpKa pot. [63] n.e. n.e.

  8.96 CE-MS [74] No 0

Miconazole 6.14 6.32 GLpKa espect. [63] n.e.. n.e.

  6.38 Multiplexed CE [49] MeOH 30 – 60

Mifepristona 5.23 - - - -

Indometacinae) 4.16 4.53 Clàssic CE [24] MeOH 24 – 66

  4.15 CE-MS [74] No 0

  4.18 Multiplexed CE [49] No 0

Niclosamida 7.25 - - - -

Fàrmacs analitzats en medi metanol/aigua (10-40% MeOH/H2O)   

Àcid mefenàmic  4.17 4.22 GLpKa espect. [63] MeOH n.e.

Àcid meclofenàmic 4.09 4.10 GLpKa n.e. [63] n.e. n.e.

Sertaconazol 6.07 - - - -

Gliburida 5.44 5.22 CE-MS [74] No 0

Loperamida 8.79 8.90 GLpKa espect. [63] MeOH n.e.

Terfenadina 9.19 9.25 GLpKa pot. [63] MeOH 50 – 66

  9.74 Pot. [98] n.e. n.e.

  9.31 Multiplexed CE [49] MeOH 40 – 60

  9.21 CE-MS [74] No 0

Amiodarona 8.59 8.85 Pot. [25] MeOH 46 – 60

  8.80 Pot. [38] MDM* 40 – 60

  8.73 Pot. [38] MeOH n.e.

  8.94 Pot. [2] n.e. n.e.

  8.73 GLpKa espect. [63] MeOH 40 – 50

  8.85 Clàssic CE [25] MeOH 50

  8.62 Multiplexed CE [49] MeOH 50 – 60

Tamoxifè 8.40 8.36 Pot. [2] n.e. n.e.

  8.51 Multiplexed CE [49] MeOH 40 – 60

  8.71 CE-MS [74] No 0

Espect.: espectrofotometria; Pot.: potenciometria. n.e.: no s’especifica a la referència. 

a) Ref. [63]. b) Ref. [37]. c) Ref. [91]. d) Ref. [92]. e) Degradació observada quan es prepara a 

1mM d’àcid o base. 
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Un dels avantatges del mètode IS-CE quan es treballa en medis hidro-orgànics és que 

el pH de la solució tampó es calcula dins del capil·lar a partir de l’IS, obtenint 

directament el pHs
s  (pH en l’escala de la barreja hidro-orgànica) si el pKa de l’IS és 

troba a l’escala pHs
s . En altres mètodes com la potenciometria, l’espectrofotometria i el 

CE amb el mètode clàssic el pH es mesura amb un elèctrode de vidre en general 

calibrat amb tampons aquosos, mentre que les mesures de la mostra es realitzen en 

presència de cosolvent. Per tant, aquests mètodes necessiten una correcció per 

canviar els valors de l’escala aquosa a l’escala de la mescla [49]. Aquestes 

correccions, es poden evitar en el mètode IS-CE. 

Pel que fa al cosolvent utilitzat, es demostra que el metanol és el preferit degut a que 

les seves propietats són molt similars a les de l’aigua i és capaç de solubilitzar molts 

compostos insolubles en aigua. Observant l’interval de composicions (% v/v), gairebé 

tots els mètodes de referència (valoracions potenciomètriques, espectrofotomètriques i 

el mètode clàssic CE) requereixen l’ús de volums de metanol més alts que el mètode 

IS-CE. Aquest fet presenta un avantatge ja que per a determinacions aquoses de pKa 

mitjançant l’extrapolació Yasuda-Shedlovsky, s’obté un resultat tant més precís com 

més baix sigui el percentatge de solvent orgànic utilitzat. L’ús de MDM (volums iguals 

de MeOH, 1,4-dioxà i MeCN) en lloc del metanol permet generalment disminuir el 

contingut de solvent orgànic, tal i com s’observa per al diclofenac, l’haloperidol i 

l’amiodarona. Tot i així, els resultats obtinguts demostren que el mètode IS-CE permet 

la determinació dels valors de pKa al 10% en metanol mentre que altres mètodes 

requereixen al voltant del 40-50%, fent que la fiabilitat del mètode IS-CE resulti 

superior a la dels altres. 
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3.6. DISSENY D’UN INSTRUMENT ESPECÍFIC PER AL MÈTODE IS-CE 

 

En les seccions anteriors s’ha anat desenvolupant el mètode IS-CE, aconseguint a 

hores d’ara que aquest mètode esdevingui ràpid, fiable, precís i acurat per a 

determinar constants d’acidesa de compostos d’interès biològic, sense importar la 

seva solubilitat, nombre de constants o complexitat. No obstant això, els instruments 

comercials d’electroforesi capil·lar són grans, cars i tenen algunes limitacions. Per 

exemple la necessitat de cobrir tot l’interval de pH (2-12) requereix la preparació, 

d’entrada, d’una gran quantitat de tampons diferents, fent la preparació d’electròlits 

feixuga i llarga especialment per als tampons de mescles metanol-aigua. A més, el fet 

de disposar tots els tampons a les safates de l’injector, redueix la capacitat per a 

mostres i constitueix una limitació de la utilitat d’aquest mètode per a l’anàlisi de rutina. 

Per a superar aquests problemes, en aquesta tesi s’ha dissenyat una instrumentació 

específica adaptable pel mètode IS-CE, tot simplificant i agilitzant el procés per a la 

determinació del pKa. 

 

3.6.1. Disseny de l’equip 

 

A la Figura 3.4 es mostra un diagrama d’un instrument desenvolupat recentment per a 

la separació ràpida d’anions o cations inorgànics, conegut en anglès com a sequential 

injection – capillary electrophoresis [99–104]. Aquest sistema està composat de dues 

bombes, una per a la mostra i l’altra per al tampó, connectades alhora a una vàlvula de 

dues posicions anomenada vàlvula d’injecció. Aquesta vàlvula tria automàticament a 

través d’un software quina solució deixa passar a la interfase. Aquesta interfase és una 

peça en forma de “T”, que connecta a la seva entrada amb la vàlvula d’injecció i 

perpendicularment amb el capil·lar (Figura 3.5). A la sortida connecta amb una altra 

vàlvula, anomenada vàlvula d’aïllament, que obre o tanca el canal en funció de si 

volem o no fer passar líquid pel capil·lar. La part final del capil·lar esta submergida a 

un vial que conté el mateix tampó, on s’hi col·loca un elèctrode per tal d’aplicar la 

diferència de potencial. L’elèctrode de terra es troba a la interfase. 
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3.6.2. Determinació automatitzada del pKa pel mètode IS-CE 

 

Com s’ha comentat al llarg d’aquest treball, un dels avantatges del mètode IS-CE és 

que no necessita una mesura acurada del pH del tampó. No obstant això, com a 

qualsevol mètode, cal controlar la força iònica en totes les determinacions. Per 

aquesta raó, els tampons s’han de preparar amb exactitud a un pH determinat i, 

sobretot, a força iònica constant. 

El pH de les mescles de tampó generades es van comparar amb el pH calculat a 30 

valors diferents, entre 2.8 i 12.7 i amb 4-6 valors diferents de pH per a cada electròlit 

del sistema. La mescla que sortia del 3D micromixer es recollia i es mesurava el pH 

amb un pH-metre convencional. La bona concordança que presenta la Figura 3 de 

l’article VII i els ajustos de la recta confirmen que la mescla dels 4 fluxos és bona per a 

tot l’interval de treball. Altrament, per assegurar que la força iònica es manté constant, 

es van determinar pel mètode clàssic però utilitzant el nou disseny instrumental, els 

valors de pKa de 8 àcids i bases de la llista de patrons interns. Els valors d’aquestes 

constants es van comparar amb els valors de referència de la llista, obtenint variacions 

inferiors a 0.05 unitats entre ambdós mètodes. En mescles metanol-aigua es va 

estudiar com la mobilitat i el pKa de l’ibuprofè variava en funció del % de MeOH. Així 

mateix, també es va comparar el pKa experimental d’algunes de les mescles 

MeOH/H2O amb el determinat a partir d’equips comercials. A la Figura 6 de l’article VII 

s’il·lustra la bona concordança entre els valors. Tots aquests resultats demostren la 

bona barreja de tampons tant aquosos com hidro-orgànics, confirmant el bon 

funcionament del on-line buffer generation system, així com també que el pH i la força 

iònica dels tampons generats es mantenen constants. 

Diversos compostos àcids i bàsics foren seleccionats com a compostos d’assaig per a 

avaluar el sistema automatitzat IS-CE. Se’n van determinar les constants d’acidesa 

diverses vegades i per a alguns d’ells es va realitzar amb diversos patrons interns. Els 

valors resultants es van comparar amb els obtinguts a partir d’equips comercials com 

ara l’electroforesi capil·lar Beckman (Palo Alto, CA, EUA) i Agilent Technologies (Santa 

Clara, CA, EUA). Tal com mostra la Taula 3 de l’article VII, els resultats presenten 

petites diferències entre les constants d’acidesa determinades per l’instrument 

automatitzat IS-CE i l’instrument comercial de CE, però que no superen una diferencia 

de 0.07 unitats respecte els valors de referència, i la precisió és excel·lent, amb una 

desviació estàndard de menys de 0.05.  
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Utilitzant l’instrument automatitzat s’obtenen separacions més ràpides en comparació 

amb els instruments comercials de Beckman o d’Agilent tecnologies. Això es deu 

principalment a la utilització de capil·lars molt més curts (LD 15 cm) i voltatges més alts 

(30 kV). Degut a que s’utilitza un menor diàmetre intern (25 µm) i una bona 

refrigeració, s’evita la calor causada per l’efecte Joule. D’altra banda, el fet d’aplicar 

pressió a la separació dóna electroferogrames més ràpids, elimina possibles 

fluctuacions de la corrent i omple el capil·lar de tampó fresc constantment. Totes 

aquestes condicions permeten obtenir electroferogrames d’entre 20 i 60 s, essent els 

de les mescles de metanol-aigua els més llargs, a causa de l’augment de la viscositat i 

la disminució del corrent. 

El on-line buffer generation system és el major avantatge d’aquest instrument en 

comparació amb els comercials, i és el primer a incorporar la generació automàtica 

d’electròlit en línia. El sistema evita la inestabilitat i els errors ambientals i humans, ja 

que es prepara un tampó nou cada vegada consumint petites quantitats de solucions 

mare. En altres paraules, el software només requereix un pH i el percentatge de 

metanol (o qualsevol altre solvent orgànic) per omplir el capil·lar de solució fresca en 

pocs segons. 

Utilitzant el mètode d’IS-CE amb aquest sistema automatitzat d’electroforesi capil·lar, 

s’augmenta el rendiment per a la determinació de constants d’acidesa. Per a un sol 

compost es necessiten només dos minuts per a determinar la seva constant d’acidesa 

i només mitja hora per a un conjunt de 20 compostos. El pKa de l’ibuprofè s’ha 

determinat en 20 mescles diferents de MeOH/H2O en tant sols mitja hora sense la 

necessitat d’una preparació de tampons prèvia. Tots aquests avantatges fan d’aquest 

instrument, juntament amb els avantatges propis del mètode IS-CE, una eina simple i 

ràpida per a la determinació de valors de pKa en una àmplia gamma de condicions 

experimentals. 
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Del treball realitzat en aquesta Tesi es poden extreure les següents conclusions: 

 

1. La llista general desenvolupada de 48 compostos de naturalesa àcida i bàsica, de 

diferent estructura i que cobreix tot l’interval de treball en electroforesi capil·lar és 

una eina útil i fiable per tal de seleccionar de forma simple i ràpida el millor patró 

intern per a una determinació donada. D’acord amb els bons resultats en 

comparació amb els valors de la literatura, aquesta llista és adequada per a la 

determinació de constants d’acidesa de fàrmacs pel mètode IS-CE. 

 

2. El mètode IS-CE és vàlid per a la determinació de compostos polipròtics, fins i tot 

per a aquelles determinacions on els valors de pKa són molts extrems o molt 

pròxims entre ells, i dóna bons resultats en termes de precisió i d’exactitud en 

relació amb els valors de la literatura. 

 

3. Amb un capil·lar curt de 25 cm fins al detector, temps de condicionaments reduïts, 

un 0.4% de DMSO com a marcador, injecció seqüencial de 0.5 psi per 3 segons, i 

l’aplicació de 20 kV i 0.5 psi durant la separació, es poden determinar constants 

d’acidesa en un temps d’entre 3 i 5 minuts si s’utilitzen els tampons i patrons 

interns recomanats. La determinació ràpida de pKa i la correlació satisfactòria amb 

els valors bibliogràfics dels 129 valors de pKa de 93 compostos conclouen que l’IS-

CE és vàlid per a la determinació high throughput de constants d’acidesa. 

 

4. La capacitat del mètode IS-CE per a determinar constants d’acidesa de fàrmacs 

parcialment solubles en medi aquós és del voltant d’una solubilitat intrínseca de 

10-6 M. No obstant això, per a compostos amb solubilitats des d’aproximadament 

10-5 M, cal adoptar diverses estratègies simples per vèncer la precipitació durant la 

determinació del pKa. Quan la solubilitat és més baixa de 10-6 M, la utilització de 

cosolvent i de procediments d’extrapolació són estrictament necessaris. 

 

5. Les valoracions potenciomètriques i espectrofotomètriques requereixen l’ús de 

cosolvent per a les determinacions de constants d’acidesa de compostos amb 

solubilitats més altes que pel mètode IS-CE. Per a les determinacions utilitzant la 

tècnica CE, en alguns casos el mètode clàssic necessita l’ús cosolvents mentre 

que el mètode IS-CE permet treballar encara en solució aquosa. 
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6. Els valors de pKa del conjunt de 48 patrons interns àcids i bàsics desenvolupats 

per a mescles de metanol-aigua són vàlids per a la determinació sistemàtica de 

constants d’acidesa de fàrmacs entre el 0 i 40% de metanol. 

 

7. Treballant en composicions metanol-aigua, el mètode high throughput IS-CE pot 

determinar constants d’acidesa aquoses de fàrmacs comercials molt poc solubles, 

amb solubilitats per sota de 10-6 M. En comparació amb altres mètodes, la 

potenciometria, l’espectrofotometria i els mètodes basats en CE requereixen l’ús 

de percentatges de metanol més alts per a aquestes determinacions (40% mínim). 

El mètode IS-CE pot determinar les constants d’acidesa d’aquests compostos 

utilitzant només el 10% de metanol, obtenint d’aquesta manera extrapolacions 

més bones quan es determina la constant d’acidesa aquosa. 

 

8. Amb 5 bombes, 4 vàlvules i un 3D micromixer per combinar 4 fluxos diferents en 

un flux únic i homogeni, l’instrument dissenyat i construït per a l’IS-CE determina 

constants d’acidesa de forma ràpida i automatitzada, sense importar la 

complexitat, nombre de constants d’acidesa o solubilitat. El on-line buffer 

generation system produeix tampons de pH entre 2.8 a 12.7 i a força iònica 

constant en medis aquosos i medis metanol-aigua (fins al 40% de metanol) en 

pocs segons. Amb capil·lars curts de 15 cm fins al detector, alts voltatges (30 kV) i 

l’aplicació de pressió durant la separació, s’obtenen separacions de 20 segons i 

determinacions de pKa en 2 minuts. La baixa desviació estàndard dels replicats i la 

baixa variació en comparació amb els valors de referència mostren que aquest 

sistema pot determinar constants d’acidesa de fàrmacs utilitzant el ràpid i fiable 

mètode IS-CE. 

 
9. Com a conclusió general, l’IS-CE per a la determinació de pKa per a electroforesi 

capil·lar és un mètode high throughput, robust, simple i fiable. Així mateix, el 

disseny del nou prototip CE automatitzat juntament amb el on-line buffer 

generation system es presenta com a una instrumentació idònia per a l’anàlisi 

rutinari de fàrmacs potencials en laboratoris de mesures fisicoquímiques i de drug 

discovery and development. 
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The results obtained throughout the Thesis have led to the following conclusions: 

 

1. The developed reference set of 48 compounds with different structures that cover 

all the useful pH range in capillary electrophoresis is a useful and fast tool that 

allows selecting in a simple and fast way the best internal standard for a given 

determination. The good agreement with the literature values proves that this set is 

suitable to the pKa determination of drug by the IS-CE method.  

 

2. The IS-CE method is able to determine pKa values of polyprotic compounds, even 

though for those compounds with extreme or very close pKa values, and gives 

good accuracy and precision when there are related with literature. 

 

3. With a short capillary of 25 cm to the detector, reduced capillary conditioning 

times, 0.4% DMSO marker, hydrodynamic sequential injection at 0.5 psi for 3s, 

and the application of 20 kV and 0.5 psi during separation, a pKa can be obtained 

in about 3-5 min using the proposed buffers and ISs. The fast pKa determination 

and the good agreement with the 129 pKa values from 93 drugs, conclude that the 

IS-CE method is meaningful for high throughput determination of acidity constants. 

 

4. The ability of the high throughput IS-CE method to determine the pKa values of 

poorly soluble drugs is around an intrinsic solubility value of 10−6 M. However, from 

compounds with solubility values around 10−5 M, different simple strategies should 

be adopted to avoid precipitation of the compound during the pKa determination 

process. When the drug has solubility lower than 10–6 M, the use of cosolvents and 

extrapolation procedures is strictly necessary. 

 

5. Potentiometry and spectrophotometric titrations require the use of cosolvents for 

determination of acidity constants of compounds with higher solubilities than the 

IS-CE method. Regarding other CE-based methods, the classic CE method needs 

in some cases the use of cosolvents, whereas in the IS-CE method it is still not 

needed. 

 

6. The developed pKa values of the 48 acidic and basic internal standards set for 

methanol-water mixtures is suitable to determine acidity constants of drugs ranging 

from 0 to 40% (v/v) of methanol.  
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7. Working with methanol-water mixtures, the high throughput IS-CE method is able 

to determine acidity constants of sparingly soluble commercial drugs, with aqueous 

solubility under 10-6 M. Compared to other methods, potentiometry and 

spectrophotometry titrations as well as other CE-based methods require the use of 

higher methanol percentages in the determinations (40% minimum). The IS-CE 

method is able to determine the acidity constants of these water sparingly soluble 

compounds at only 10% of methanol, obtaining therefore better extrapolations 

when aqueous pKa is determined. 

 

8. With 5 pumps, 4 valves and a 3D micromixer to combine four different flows into 

one single homogeneous flow, the instrument designed and built for the IS-CE 

method determines acidity constants quickly and automatically, regardless its 

complexity, number of pKa values or solubility. The on-line buffer generation 

system produces buffers from pH 2.8 to 12.7 at constant ionic strength in aqueous 

media and methanol-water mixtures (until 40% of methanol) in few seconds. With 

short capillaries of just 15 cm to the detector, high voltages (30 kV) and applying 

pressure, separations of 20 s are obtained, and 2 min are required for a pKa 

determination. The low standard deviation of the replicates and the low variation 

compared to the reference values show this system can determine acidity 

constants of drugs by the use of the fast and reliable IS-CE method. 

 

9. As a general conclusion, the IS-CE for the pKa determination by capillary 

electrophoresis is a high throughput, robust, simple and reliable method. 

Furthermore, the design of the novel CE prototype together with the on-line buffer 

generation system is presented as an adequate instrumentation for the routine 

analysis in physicochemical measurements and drug discovery and development 

laboratories.  
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