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TRABAJOS ORIGINALES DE LA FACULTAD

DEPARTAMENTO DE FISICOQUIMICA FARMACEUTICA

ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LA CINETICA
DE LA HIDROLISIS DEL ACIDO ACETILSALICILICO

F. MARTINEZ, M. SANCHEZ y J. THOMAS

RESUMEN

Se ha medido la constante de velocidad de la hidrolisis del dcido acetil-
salicilico a las temperaturas de 17°, 30° y 40°C en el intervalo de pH de
0,3 a 12,5, mediante la determinacion espectrofluorimétrica del acido sali-
cilico liberado. La reaccion sigue una cinética de primer orden. La com-
paracion de los resultados a 17°C con los obtenidos por investigadores
previos muestra una buena concordancia. Suponiendo un mecanismo pro-
puesto anteriormente se han calculado las energias de activacion de cuatro
reacciones que contribuyen al proceso.

SUMMARY

The rate of the aqueous hydrolysis of the acetylsalicylic acid has been
measured at the temperatures of 17°, 30° and 40°C over the pH range 03
to 125, by determining the liberated salicylic acid spectrophotofluorime-
tricaly.

The reaction follows a first-order kinetics. A comparison of the results
at 17°C with those obtained by previous investigators shows good agree-
ment. Assuming a mechanism anteriorly proposed, the activation energies
of four contributing reactions have been calculated.

RESUME

On a mesuré le constante de vitesse de I'hydrolyse de l’acide acetylsally-
cilique a le temperature de 17, 30° et 40°C dans un intervalle de pH com-
pris entre 0,3 et 12,5, d’apres la determination spectrofluorométrique de
l'acide sallycillique liberé. La reaction sut une cinétique de premier ordre.
La comparaison des résultats & 17°C avec ceux obtenus par d’autres cher-
cheurs montre une bonne similitude. En se basant sur le mécanisme pro-
posé anterieurement, on a calculé les énergies d’activation de quatre re-
actions qui contribuent au processus.

Ars Pharmaceutica. Tomo XIX, Num. 3, 1978.
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INTRODUCCION

El acido acetilsalicilico, mas conocido como ‘“aspirina” (*),
contintia siendo actualmente una de las drogas mas usadas, a
pesar del tiempo transcurrido desde su introduccién comercial,
incluso después del advenimiento de modernos agentes terapéu-
ticos.

Uno de los problemas més importantes planteados es la in-
estabilidad del acido acetilsalicilico en los preparados farmacéu-
ticos que contienen tal sustancia. La descomposicién del &cido
acetilsalicilico se debe a la hidrélisis del grupo éster.

Sin embargo, se trata de una reacciéon muy compleja, de gran
interés desde el punto de vista quimico, a la que se han dedicado
gran numero de publicaciones.

El primer trabajo sobre esta hidroélisis fue hecho por Rath (1)
quien operé a una temperatura muy alta, 100° C, y determiné la
velocidad de la reaccién mediante la titulacion de la acidez total
a intervalos de tiempo determinados. Los valores encontrados
indicaron una reaccién deprimer orden. Tsakalotos y Horsch (2)
siguieron de modo andlogo la hidrdlisis, pero a temperaturas mas
razonables (20°, 50°y 60° C). Wolf (3) estudia el efecto catalitico
del i6n hidrégeno. Morton (4) solubilizé el acido acetilsalicilico
en agua a temperatura ambiente con ayuda de citratos y ace-
tatos de potasio y sodio y sigui6é la hidrélisis mediante titula-
cién con 4alcali.

La Mer y Greenspan (5) efectuaron la hidroélisis en medio alca-

lino a 25,000 = 0,005° C, mostrando que en estas condiciones la
cinética es de segundo orden. Sturtevant (6) determiné calori-
métricamente la velocidad de saponificaciéon a 35°C.

Un estudio completo y minucioso sobre la cinética de esta re-
accion ha sido realizado por Edwards (7) (8). En el primero de
estos trabajos se sigue la hidroélisis de disoluciones diluidas de
acido acetilsalicilico (3-10° M) mediante espectrofotometria ultra-
violeta, determinandose la consvante de velocidad de reaccién en
funciéon del pH a 17°C. La representacion grafica de log k frente
al pH, muestra que la hidrdlisis es catalizada apreciablemente
por el ién hidrégeno y muy fuertemente por el i6n hidroxilo. En

(*) Mantenemos este nombre por ser el aceptado corrientemente en la
mayoria de los paises, alin después de expirar su patente comercial.
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el intervalo de pH de 5-8 la velocidad es constante. En el inter-
valo de pH de 2-3 hay un minimo pronunciado, donde la veloci-
dad es menos de un cuarto del valor estacionario. Edwards ex-
plicé la relacién entre la constante de velocidad y el pH supo-
niendo que la citada hidrélisis tiene lugar a través de seis reac-
ciones simultaneas como indica el esquema siguiente:

K
CH,COO C,H,COOH 4+ H,0* —_» HOC,H,COOH 4 CH,COOH +H*

k
CH,COO CH,COOH + H,0 —z———> HOC:H,COOH + CH,COOH

Kk
CH,COO C,H,COOH + OH-—— _» HOCH,COOH + CH,COO-

6 HOCH,COO™ + CH;COOH —1—
k
CH,COO C:H,COO™ + H30+—4—> HOC:H,COOH + CH,COOH

k
CH,COO CH,COO™ + H,O —5—> HOCH,COOH + CH;COO-
6 HOC:HLCOO" + CH,COOH

K,

CH3COO CGH4COO— + OH- > HOC6H4COO_ + CH3COO—

Para fines practicos (8) la hidroélisis viene controlada fundamen-
talmente por las reacciones 1, 4, 5 y 6 deduciendo Edwards la
siguiente expresién para la constante de velocidad

K,Cu+ + KCuyo + KsCon- KCu+ + KsCn, o+ KeCon-
kobs = —
K Cu+
1 1
" Cy+ T K —2 —

en donde K es la constante de disociacion del acido acetilsalicilico.

En el segundo de los trabajos citados (8), Edwards estudio la
influencia de la temperatura, efectuando medidas entre 10° y
50° C, y calculd los valores de k,, k;, ks y ks en funcion de la tem-
peratura y las correspondientes energias de activacion de las
cuatro reacciones. Garrett (9) (10) extendié el trabajo de Ed-
wards incluyendo varios acil salicilatos. La accion de diversos
aditivos en la hidrolisis del acido acetilsalicilico ha sido estudiada
por numerosos autores, entre los que cabe citar a Okano y Ko-
jima (11), Blaug y Wesolowski (12), Nogami y otros (13), Santo-
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padre y Bolton (14), Murthy y Rippie (15) y Kornblum y Zo-
glio (16).

Muy interesante es el trabajo de Fersht y Kirby (17) que es-
tudiaron la hidrolisis de una serie de derivados del acido acetil-
salicilico, y sugieren el mecanismo de catalisis basica general.

En todo lo dicho anteriormente sobre la hidrolisis del acido
acetilsalicilico se ha dado un bosquejo sobre los numerosos tra-
bajos que se han realizado para el estudio de esta reaccién. Una
mas amplia revisién la hace Kelly (18).

En el presente trabajo se aborda el estudio de la cinética
formal de la hidrélisis del acido acetilsalicilico por determinacién
espectrofluorimétrica del acido salicilico en el intervalo de pH
de 0,3 a 12,5 y a las temperaturas de 17°, 30° y 40° C. Cabe indicar
que sélo se habia hecho, por este método, una determinaciéon a
una sola temperatura, 18,5°C, y a un sélo pH 9,42 por Ferroni
y Baistrocchi (19).

Este método espectrofluorimétrico,
permite trabajar con disoluciones mucho mas diluidas de acido
acetilsalicilico, lo cual supone una ventaja dada su escasa solu-
bilidad en agua. Asi nosotros hemos partido de disoluciones
2 -10* M de acido acetilsalicilico, mientras que en las determi-
naciones espectrofotométricas las concentraciones mas bajas
empleadas (7) eran de 3 - 10°M.

PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Instrumentacion y reactivos

Las determinaciones de fluorescencia se han realizado en un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer MPF-3L. Las medidas de pH
se efectuaron en un pH-meter 26 Radiometer. La temperatura se
controlé en un termostato con una precisién de — 0,1° C.

El acido acetilsalicilico y el acido salicilico fueron de alto
grado de pureza como se comprobd mediante las medidas de
constantes fisicoquimicas.

Propiedades fluorescentes del dcido salicilico

El acido salicilico presenta propiedades fluorescentes en fun-
cién del pH, debido a las diferentes formas iénicas y no disocia-
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das del mismo. Para pH superiores a 1,5 se sabe que el acido sali-
cilico tiene un maximo de emisién a 404 nm. En cambio, para
pH inferiores a 1,6 la fluorescencia es mucho mas pequefa y
hemos encontrado que presenta un maximo de emisiéon a 440 nm
no descrito anteriormente.

(a) (b)

Lo f _

20

INTENSIDAD RELATIVA

s 1 1 | s | 1

1
200 300 400 500 200 300 00 500

K{nm)
Fig. 1.—Espectros no corregidos de excitacién (— — ——) y de fluorescen-
cia (————) del &cido salicilico. Curva (a) para pH izual a 5,0.

Curva (b) para pH igual 0,70.

En la figura 1 se presentan los espectros no corregidos de
excitacion y de fluorescencia del acido salicilico, (a) para un pH
de 5,0 y (b) para un pH de 0,70. En ambos casos se emplearon
concentraciones de 10 mg/l. Las curvas de trazo discontinuo co-
rresponden al espectro de excitaciéon y las curvas continuas al
espetro de fluorescencia. Se observa que el espectro de excita-
cion presenta un maximo a 320 nm tanto en el caso (a) como en
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el (b). Asimismo, presentan un maximo mucho menos pronun-
ciado a 290 nm.

Para los espectros de excitacién las longitudes de onda de
emision fueron de 404 y 440 nm para (a) y (b) respectivamente,
Para los espectros de fluorescencia la longitud de onda fue de
320 nm en ambos casos. A pesar de que las intensidades de fluo-
rescencia que aparecen en la figura 1 citada son parecidas, la
fluorescencia del acido salicilico a pH 5 (Fig. 1 a) es muy supe-
rior que para pH 0,70 (Fig. 1 b), pues en este ultimo caso se ha
operado con rendijas superiores y a mayor sensibilidad.

Como las determinaciones de 4acido salicilico en la reaccion
objeto de estudio se hicieron para un intervalo de pH compren-
dido entre 0,5 y 12,5, hemos estudiado previamente la variacion
de la intensidad de fluorescencia con el pH para el caso (a) antes
dicho.

En la figura 2 se representa la intensidad relativa de fluores-
cencia correspondiente al maximo de emision de 404 nm, en
funciéon del pH. La concentracion de éacido salicilico fue de
2 mg/l. Se observa que la intensidad es practicamente constante
para el intervalo de pH de 4,5 a 12, lo que demuestra que la
fluorescencia se debe fundamentalmente a la forma ionizada del
acido salicilico. Para pH inferiores a 4,5 disminuye sensiblemente
la intensidad de fluorescencia al descender el pH, debido al
aumento de la forma molecular. Para pH superiores a 12 se ob-
serva una ligera disminucién de la intensidad de fluorescencia,
debido a que la alta concentraciéon del ién OH- produce una in-
hibiciéon (Quenching) de la fluorescencia.

Determinacion de la constante de velocidad de la reaccion

Se ha determinado la constante de velocidad a tres tempera-
turas 17° 30° y 40°C. La forma operatoria fue la siguiente. Se
prepara una disolucién de acido acetilsalicilico al pH al cual se
quiere determinar la constante de velocidad. La concentracién
fue siempre de 2,0 - 10* M. Se reparte esta disolucién en unos
12 a 20 matraces con cierre esmerilado, que inmediatamente se
coloca en un termostato previamente regulado a la temperatura
de operacion. A intervalos de tiempo determinados —variables
segun el pH elegido, ya que la velocidad es funciéon del pH—, se
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toman muestras sucesivamente de cada uno de estos matraces
y se determina fluorimétricamente el contenido en acido sali-
cilico originado en la hidrélisis, para lo cual se han preparado
previamente disoluciones patrones de acido salicilico de diferen-
tes concentraciones, exactamente en las mismas condiciones de
pPH, que permiten construir la correspondiente curva de -cali-
brado. Aunque el tiempo de disolucién del acido acetilsalicilico
es relativamente pequeno, puesto que, como se ha indicado, las
concentraciones son muy pequefas (2,0 - 10 M), se ha tenido
en cuenta la posible descomposiciéon originada durante dicho
proceso de disolucion. Para ello inmediatamente después de efec-
tuada la disoluciéon se ha determinado, también fluorimétrica-
mente el contenido de &acido salicilico presente y asi se ha eva-
luado la concentracién del acido acetilsalicilico que realmente
existe al empezar a contar el tiempo. Para pH hasta 1,5 las me-
didas de fluorescencia se hicieron a una longitud de onda de
emision de 440 nm, ya que, como se ha indicado anteriormente
(Fig. 1 b), en estas condiciones el maximo de emisién del acido
salicilico corresponde a esta longitud de onda. Para todos los
demas pH las medidas de fluorescencia se efectuaron a una lon-
gitud de onda de emision de 404 nm (Fig. 1 a).

El tiempo de medida ha sido funciéon del pH de operacién.
Para pH hasta 1,5 las medidas se han efectuado cada media
hora. Para el intervalo comprendido entre el pH 1,5-4,0 se em-
pezé6 midiendo cada hora durante cinco horas consecutivas; a
medida que la velocidad disminuye, las medidas se hicieron a
intervalos de 2, 3, 4 y 5 horas, hasta computar unas 72 horas
aproximadamente. Para el intervalo de pH de 4,5-8,5, se efec-
tuaron determinaciones cada hora. Finalmente, para pH supe-
riores a 9, que corresponden a velocidades mayores, las medidas
se hicieron cada cuarto de hora. En todos los casos, los datos
encontrados se ajustan bien a una cinética de primer orden
(pseudoprimer orden).

Llamando a la concentraciéon inicial de acido acetilsalicilico
a, ¥y X a la concentracion hallada de acido salicilico al cabo del
tiempo t, las constantes de velocidad se obtienen de las pendien-
tes de las rectas obtenidas al representar graficamente log —aE-;
frente a t.
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La tabla I contiene los valores de la constante de velocidad
para los diferentes pH a las temperaturas de 17°, 30° y 40°C.

TABLA I

CONSTANTES DE VELOCIDAD A DIFERENTES pH
PARA LA HIDROLISIS DE ACIDO ACETILSALICILICO
A LAS TEMPERATURAS DE 17, 30° y 40°C

17°C 30°C 40° C

pH Kove. (dias™1) pH K. (dias™?) pH K. (dias1)
0,28 0,203 0,40 1,75 0,97 1,63
1,04 0,0211 1,33 0,0744 1,54 0,123
2,64 0,0170 2,55 0,0552 2,74 0,151
3,75 0,0528 3,81 0,192 3,68 0,552
4,69 0,0888 458 0,312 4,59 1,06
5,61 0,0864 5,80 0,316 5,79 1,01
6,38 0,0864 7,05 0,384 6,97 1,01
6,92 0,0984 8,58 0,456 8,46 1,17
7,52 0,0960 9,49 0,960 11,45 61,9
8,43 0,134 11,60 63,3 12,32 146
9,24 0,242 12,34 132

11,70 48,0

12,27 121

En la figura 3 se representan las constantes de velocidad en
funcién de pH para las tres temperaturas.

Cdlculo de las energias de activacion

Admitiendo el mecanismo de Edwards (7), citado anterior-
mente, de que la hidrdlisis del acido acetilsalicilico se puede ex-
plicar mediante la consideraciéon de seis reacciones bimolecula-
res simultaneas —1—, y que para fines practicos (8), la constante
de velocidad observada viene dada por la expresion —2—, en la
que figuran las constantes k,, k, k; y ks, hemos calculado, te-
niendo en cuenta los valores experimentales, los valores de estas
constantes en funcion de la temperatura y partir de ellos las
energias de activacion de las cuatro reacciones correspondientes
Los valores encontrados se presentan en la tabla II.
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Fig. 3.—Valores encontrados de las constantes de velocidad de la hidro-
lisis del acido acetilsalicilico en funcion del pH para las tempera-
turas de 17°, 30° y 40°C.
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TABLA 1II
ENERGIAS DE ACTIVACION DE LAS CUATRO REACCIONES
PRINCIPALES IMPLICADAS EN LA HIDROLISIS DEL ACIDO

ACETILSALICILICO
Reacc. E (KJ/mol)
1 64,0
2 66,0
5 76,0
6 101,6

DISCUSION

En el presente trabajo se ha puesto a punto una técnica es-
pectrofluorimétrica para seguir la cinética de la hidroélisis del
acido acetilsalicilico. Con objeto de apreciar la exactitud del mé-
todo, hemos tomado como referencia los trabajos de Edwards
(7) (8), que son indudablemente los méas amplios y completos
que se han publicado sobre esta hidrolisis, y a los que hacen alu-
sién casi todos los autores que han trabajado sobre este tema
posteriormente a Edwards. Para ello se ha procurado trabajar
en las mismas condiciones propuestas por el citado autor. Soélo
se ha variado el método de andalisis para seguir la reacciéon (Ed-
wards sigue la hidroélisis por espectrofotometria, como se ha di-
cho) y la concentraciéon inicial de acido acetilsalicilico que en
nuestro caso es notablemente inferior, 2 - 10-* M, mientras que
Edwards parte de una concentraciéon 3 - 10-* M.

Los pH se ajustaron con las mismas disoluciones tampones
propuestas por Edwards (7). La fuerza iénica no se mantuvo
constante deliberadamente, al igual que hizo Edwards, y estuvo
comprendida en la mayoria de los casos entre los valores extre-
mos de 0,1 a 0,3.

La comparacién de la curva de 17°C de la figura 3 con la
correspondiente que da Edwards (7), muestra que el perfil de
la curva es idéntico. Sin embargo, nuestros valores son ligera-
mente inferiores y el minimo, en nuestro caso, estd desplazado
hacia valores de pH también ligeramente mas bajos. En todo
caso, la concordancia es notable. Esta fue la razén de elegir
la temperatura de 17° C, para comparar los resultados con los
de Edwards. A temperaturas superiores a 17° C, Edwards (8)
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hizo solamente determinaciones puntuales, nosotros hemos es-
tudiado la variacion de constante de velocidad en todo el inter-
valo de pH para las temperaturas de 30° y 40° C.

Edwards (7) afirma que la fuerza idnica no influye significa-
tivamente en los valores de la constante de velocidad. Nosotros
hemos hecho pruebas obteniendo valores de la citada constante
(no publicados aqui) a diferentes fuerzas ionicas extrapolando
los resultados a fuerza ionica cero, para pH correspondientes a la
regién donde la constante de velocidad es practicamente inde-
pendiente del pH. Se ha encontrado, que aunque la influencia
es efectivamente pequeina, pudiera tener bastante mas significa-
cibn que la que indica Edwards. En este sentido se pretende
seguir la investigacion.

Las energias de activacion calculadas por nosotros (tabla 2),
concuerdan también aceptablemente con los valores encontra-
dos por Edwards (8).
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