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Resumen

En este trabajo se determiné una constante de acidez (pKa) para la molécula de metronidazol protonado (MTZH*) por
espectroscopia de ultravioleta (UV) en medio acuoso. Los valores experimentales obtenidos se trataron con el programa
computacional (SQUAD) obteniendo un valor de pKa = (2.522 + 0.001). Asi mismo se obtuvieron por primera vez los
coeficientes de absortividad molar para cada especie del metronidazol, encontrando que para pH < 2.522 predomina la especie

cationica (MTZH*) y a pH > 2.522 la especie neutra (MTZ).
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Abstract

In this work, an acidity constant (pKa) was determined for the metronidazole protonated species by ultraviolet (UV)
spectroscopy, the experimental value obtained was treated with the computer program (SQUAD) obtaining a value of
pKa = (2.522 + 0.001) Therefore, at pH < 2.522, the cationic species (MTZH*) predominates and at pH > 2.522, the neutral
species (MTZ) predominates. Likewise, the molar absorptivity coefficients for each species were obtained for the first time.

Keywords: acidity constant, metronidazole, UV spectroscopy, SQUAD program.

1. Introduccién

El metronidazol (MTZ) (Figura 1), es un agente sintético
antibacteriano y antiparasitario. Se encuentra clasificado
dentro de los nitroimidazoles (Bendesky, 2001), sustituido en
carbono -1, -2 y -5 con grupos 2-hidroxietilo, nitro y metilo.
Tiene una solubilidad aproximada de 6 mg/mL a 20° C.
(Pramar, 2021).

El metronidazol, se usa para tratar infecciones causadas por
bacterias anaerobias y protozoarios. Fue aprobado por la
asociacion de alimentos y drogas de Estados Unidos (FDA, por
sus siglas en inglés) para uso humano en 1963 y se encuentra
disponible en formulacion oral, parenteral, vaginal y topica.

La accion antimicrobiana de los  compuestos
nitroimidazolicos es producida dentro de los microorganismos

*Autor para la correspondencia: dsguzman@conacyt.mx

patdgenos, debido a que algunas formas reducidas del grupo
nitro interaccionan con el DNA del microorganismo causando
dafios estructurales e impidiendo su reproducciéon (Dobias,
1994).

El MTZ, debido a sus propiedades farmacoldgicas, es
ampliamente recetado, siendo el 60-80 % desechado por la
orina y del 6-15 % por las heces. Una vez administrado puede
ser excretado sin sufrir transformacion, dicha excrecion en
forma de orina o heces ha provocado la presencia y
acumulacion de este farmaco dentro de aguas residuales,
causando efectos adversos para los seres humanos (resistencia
bacteriana) y el entorno ecoldgico. Se han encontrado
concentraciones de 0.112 a 40 ug/L de MTZ en plantas de
tratamiento de aguas hospitalarias y residuales. (Gomez,
2006). Es por lo que varios investigadores se han interesado en
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el estudio de este farmaco. Marta Wagil et al. (2006), han
determinado metronidazol en agua, sedimentos y tejidos de pez
en el rio Goscicina en el norte de Polonia. Encontraron
concentraciones de 0.136 pg/L en agua, 0.12ug/g en
sedimentos y 0.15 pg/g en tejidos de pez.
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Figura 1: Férmula desarrollada del metronidazol (MTZ).

Debido a lo descrito anteriormente es importante conocer
las caracteristicas fisicoquimicas del MTZ y las interacciones
que puede tener con otros analitos en medio acuoso. Hasta
ahora Gallo et al. (1964), han reportado la constante de acidez
(pKa = 2.55) en medio acuoso cuyo valor de pKa fue obtenido
por el método de Hammet Ho y a dos longitudes de onda. Es
decir, no miden el valor de pH experimental y tampoco
obtienen una familia de espectros. Otros autores como Eugene
Osoikhia et al. (2019), determinan por potenciometria una
constante de acidez del metronidazol en diferentes mezclas de
disolventes organicos. En una mezcla del 50 % metanol
(MeOH) y 50 % agua (H20), reportan un pKa de 1.62, para una
mezcla del 50 % etanol (EtOH) y 50 % MeOH reportan un pKa
de 299 y un pKa de 2.87 en una mezcla del 50 % de
dimetilsulfoxido (DMSO) y 50 % de MeOH. Ya que no existen
muchos trabajos donde se determine la constante de acidez de
MTZ, es importante la confirmacion de este parametro
fisicoquimico en medio acuoso utilizando las nuevas
tecnologias y materiales, es por ello que en este trabajo se
presenta la determinacion de la constante de acidez mediante
espectroscopia de ultra violeta (UV).

2. Experimental

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
MTZ (Sigma Aldrich > 98 %), NaOH estandarizado (J.T.
Baker), HCI estandarizado (J. T. Baker), NaCl (J.T. Baker). El
sistema se mantuvo a temperatura constante (25 °C), en
atmasfera inerte de N, y protegido de la luz.

Se utilizé un equipo UV (Perkin Elmer Lambda 950), celdas
de cuarzo de 1 cm de longitud de paso 6ptico; potenciémetro
(Hach pH 31), electrodo de vidrio combinado (Hach 5010T y
serie 16097), agua desionizada (Milli Q Millipore, serie 1060
y resistividad 18.2 MQ-cm a 25°C).

En una celda termostatada se prepar6 una solucion de MTZ
1.20x10* M. Se mantuvo la fuerza iénica con una solucion de
cloruros 0.1 My se vari6 el valor de pH de la solucién de 9.96
a 1.05. Para cambiar los valores de pH se utilizaron soluciones
de NaOH 0.1 My HCI 0.1 M, segln fuera necesario. Para cada
solucidn preparada se midi6 el pH y se registraron los espectros
de absorcidn UV (37 espectros).

3. Resultados y discusion

El metronidazol se encuentra dentro de la clase de
nitroimidazoles ya que tiene un anillo aromatico de cinco

miembros con dos atomos de nitrogeno, llamado imidazol. Los
imidazoles son estables en medio acido con la protonacion del
nitrégeno en la posicion N-3 (Wade, 2010). En la Figura 1 se
observa que el MTZ tiene un grupo funcional nitro y un grupo
imidazol, los cuales presentan transiciones electrénicas de

n—- IT" dando una banda de absorcion en la region espectral

de 200 nm a 700 nm. En la literatura se encuentra reportado
que el grupo nitro presenta un maximo de absorcién a 271 nm
y el grupo imidazol un maximo de absorcion a 340 nm. Por lo
que es posible obtener los espectros de absorcion de UV del
metronidazol (Wade, 2010).

En la Figura 2 se observa una familia de espectros de
absorcion UV del metronidazol 120 uM obtenidos a diferentes
valores de pH. Es posible observar que a pH 9.96 el maximo
de absorbancia (Amax) esta en 320 nm y conforme disminuye
el pH se observa un corrimiento batocromico del maximo hasta
llegar a 276 nm. A 320 nm hay un desplazamiento hipocrémico
en tanto que a 276 nm el desplazamiento es hipercrémico.
También se observa un punto isoshéstico a 292 nm, el cual
pone en evidencia la existencia de al menos un equilibrio
acido-base para el metronidazol.

En la Figura 3 se presentan las curvas de absorbancia a 320
nm (a) y a 276 nm (b) como funcidén del pH. Se observa una
sigmoide en ambos casos por lo que se propone un equilibrio
de acidez con un valor de -logKa = pKa en 2.5, Ecuacién 1.
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Figura 2: Familia de espectros de absorciéon UV de metronidazol 120 uM a
diferentes valores de pH.

MTZHY 2 MTZ + H* ¢))

Para el calculo de la constante de acidez, se utiliza el
programa computacional SQUAD (Leggett, 1985). Este
programa, escrito en FORTRAN, esta disefiado para realizar
calculos y obtener el valor de las constantes de formacién de
un modelo propuesto, a partir del método de minimos
cuadrados. Este calculo se lleva a cabo minimizando la suma
de los residuos al cuadrado de los valores de absorbancia (U).
El programa ha sido utilizado para llevar a cabo estudios de
equilibrios &cido-base para ligandos que pueden ser acidos o
bases débiles, complejos mixtos a partir de metales y ligandos;
complejos protonados o hidroxocomplejos (Balderas, 2008).
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Figura 3: Curvas sigmoidales.
a) A3200m — f(pH), b) A2760m — f(pH)

El programa computacional SQUAD requiere como datos
de entrada un equilibrio quimico propuesto. Para el caso del
MTZ el equilibrio quimico propuesto se muestra en la ecuacion
1, los valores de absorbancia (175 puntos de absorbancia por
cada espectro) de UV obtenidos experimentalmente, los
valores de pH para cada espectro obtenido, la concentracion de
lamolécula MTZ y la propuesta de una constante de acidez del

52

En la Tabla 2 se muestran los valores de los coeficientes de
absortividad correspondientes para cada especie de
metronidazol en las longitudes de onda de 276 y 320 nm.

Tabla 2: Coeficientes de absortividad molar para las especies de
metronidazol a diferentes longitudes de onda.

A =276 nm A =320 nm
€yrzt/ L mol?t cm? 8340 1074
€ymrz/ L molt cm? 2874 10074

En la Figura 5 se presentan los espectros de absorcion de
UV para el metronidazol (lineas continuas verde y roja)
ajustados a partir de los datos proporcionados por SQUAD,
comparados con los espectros experimentales (marcadores). Es
posible observar que los espectros se ajustan bien con el
modelo, lo que nos indica la confiabilidad de la constante de
acidez y los coeficientes de absortividad molar determinados.

1.2

equilibrio. Para este estudio, SQUAD se alimentd con 37
espectros que corresponden a los 37 valores de pH en un L
intervalo de longitud de onda de 226 nm a 400 nm, con

incrementos de 1 nm, y con una concentracion de MTZ de

1.20 x 10* My un valor de pKa propuesto de 2.5. 08
En la Tabla 1, se muestra el valor refinado del pKa de la
molécula de MTZ obtenido como dato de salida de SQUAD,
con su desviacion estdndar y la suma de cuadrados.

Absorbancia
o
(o2}

Tabla 1: Valor de la constante de acidez obtenida a partir del programa 04
computacional SQUAD.

(pKa + ApKa) Suma de cuadrados ~ Desviacion estandar 0.2
de absorbancia (U)  de la regresion (creg) '
2.522 +£0.001 0.348 0.008
0
P .. L 226 276 326 376
Asi mismo SQUAD calcula los coeficientes de absortividad

A/l nm

Figura 5: Espectros de absorcion de UV para metronidazol ajustados a partir
de los datos obtenidos por SQUAD, a pH = 1.05 (linea continua verde) y a

pH =9.96 (linea continua roja). Los espectros obtenidos experimentalmente
12.0 a esos valores de pH se muestran con los marcadores cuadrados.

para cada longitud de onda con sus respectivas desviaciones
estandar, ver Figura 4.

10.0 Finalmente se muestra el diagrama de zonas de predominio

r y, MTZ de las especies de metronidazon en solucion acuosa lineal en
8 60 ;ﬁ” '"a funcién de pH, ver Figura 6, siguiendo la metodologia
o - £ propuesta por Rojas—Herndndez et al. (1991, 1992, 1993),
E 6.0 o “zH donde finalmente se resume que el metronidazol tiene dos
T b £} especies en equilibrio donde predomina la especie protonada
g ) ) (MTZH*) a valores de pH menores que 2.522 y la especie
2 4.0 % % neutra (MTZ) a un pH mayor que 2.522.

2.0
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326 376 O:N Z 0N

A/nm

Figura 4: Gréfico de los coeficientes de absortividad molar para las especies
MTZH* (color azul) y MTZ (color rojo), obtenidos a partir de SQUAD como

y p 2.522
una funcién de la longitud de onda, con sus barras de error.

Figura 6: Diagrama de zonas de predominio lineal en funcién de pH
siguiendo la metodologia propuesta por Rojas-Hernandez et al.



J. H. Villanueva-Reynoso et al. / Publicacién Semestral Padi Vol. 11 No. Especial (2023) 50-53 53

4, Conclusiones

Se obtuvieron los espectros de absorcion UV
experimentales a diferentes valores de pH para el metronidazol
en solucidn acuosa. Se determiné un valor de pKa = (2.522 +
0.001), este valor es congruente con el reportado en 1964 por
Gallo et al. (2.55) por lo que se ha corroborado
experimentalmente el valor de la constante de acidez. Ademas,
por primera vez se reportan los coeficientes de absortividad
molar de las especies acido-base del metronidazol en un
intervalo de longitudes de onda de 226 a 400 nm, que fueron
obtenidos con el programa computacional SQUAD.
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