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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La constante de acidez de una sustancia es un parametro fisicoquimico importante,
debido a que el conocimiento de de su valor tiene diferentes usos en la investigacion y
la industria farmacéutica. Tiene aplicacion desde la eleccion del medio de disolucién,
hasta en el desarrollo de una formulacién. Esta importancia es extensiva para otras
areas por lo que existen diversos métodos para la determinacién del pKa. Entre los
métodos mas comunes estan: métodos espectrofotométricos, potenciométricos,

electroforéticos y cromatograficos.

En este trabajo se muestra el desarrollo de un procedimiento analitico para determinar
el valor del pKa utlizando el método de minimos cuadrados parciales en la
cuantificacion de la concentracion de una de las especies quimicas, por
espectrofotometria por el programa de MCP, de una manera rapida, confiable y a bajo
costo.

Se estimaron los valores del pKa a cuatro farmacos y un excipiente, tendiendo como
referencia los valores reportados por la literatura. Las sustancias fueron: Clorfenamina,
Dextrometorfano, Acetaminofen, Metformina y Metilparabeno. Posteriormente, se
determiné el valor del pKa de la Loratadina en un experimento ciego simple, para
evaluar la capacidad del procedimiento desarrollado para conocer la constante de

acidez de sustancias acido-base.

Se disefié un procedimiento analitico para cuantificar confiablemente la concentracion
de una de las especies quimicas de un par conjugado, mediante una calibracion
multivariante por Minimos Cuadrados Parciales (MCP). En un medio donde una
especie predomine al 100%, posteriormente se realizd el ensayo analitico a un pH
donde se encuentren las dos especies quimicas. Los valores de las absorbancias de
la calibracion y del ensayo analitico fueron tratados con el programa ISHEJA INC (un

programa de Minimos Cuadrados Parciales, basado el algoritmo de Haaland).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un método analitico espectrofotométrico, utilizando el algoritmo de
minimos cuadrados parciales, para determinar la constante de acidez de sustancias

monopréticas.

OBJETIVOS PARTIULARES:

B Disefiar una metodologia que sea capaz de determinar el valor de pKa, a partir
de conocer informacién simple de una sustancia, como: estructura y peso

molecular.

B Determinar experimentalmente la concentracion de cada una de las especies
guimicas del par conjugado, para determinar el valor de pKa, por medio de la

ecuacion de Henderson Hasselbach.

B Determinar a cinco sustancias conocidas el valor de pKa, siendo siguiendo el
mismo fundamento de la metodologia para poder demostrar la reproducibilidad
y confiabilidad del método.

B Determinarle el valor de pKa a una sustancia desconocida, en un experimento
simple ciego, para indagar si el fundamento del procedimiento puede ser

utilizado en la busqueda de pKa's desconocidos.
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GENERALIDADES

1.0 TEORIAS DE ACIDOS Y BASES

De una manera u otra todas las sustancias tienden a reaccionar con las que se
encuentren en contacto, pero algunas lo hacen rapidamente y otras muy lentamente.
Ademas la manera en que reaccionan no siempre es la misma por eso se dice que
tienen diferente naturaleza quimica. Se le llama naturaleza quimica a la propiedad
intrinseca de una molécula que determina su comportamiento frente a otras moléculas,
las diferentes naturalezas quimicas son: acido, base, reductor, oxidante, quelante o

quelato.!

TEORIA DE ARRHENIUS

Fue publicada en 1887 como teoria de “disociacién idnica”, en la cual se indica la
existencia de sustancias (electrolitos) que, en disolucién, se disocian en cationes y

aniones. Arrhenius considera a los acidos y las bases como:

ACIDO: Sustancia que en disolucién acuosa disocia cationes H*.

BASE: Sustancia que en disolucién acuosa disocia aniones OH™.

TEORIA DE BRONSTED-LOWRY.

En 1923, de manera independiente, Bronsted y Lowry definieron a un acido y a una

base de la siguiente manera:

ACIDO: Es una sustancia que dona o cede un proton

BASE: sustancia que recibe o acepta un proton.

ACIDOS Y BASES CONJUGADOS: Son los productos de una reaccion entre un &cido

y una base son clasificados como &cidos y bases conjugados.

Otro ejemplo al que es posible aplicar esta definicién es la siguiente reaccion que, en
principio, podria no parecer una neutralizacién, pero que como reaccién acido-base,

realmente lo es:
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par conjugado

| |
NH,” +8% —* NH,+HS
base base

par conjugado

Dos especies quimicas que difirieren Unicamente en un determinado numero de
protones forman lo que se denomina par conjugado. Las reacciones como las de
arriba transcurren siempre de manera que se forman las especies mas débiles. Asi, el
acido mas fuerte y la base mas fuerte de cada par conjugado reaccionan para dar
acidos y bases conjugadas mas débiles. La limitacién principal de esta definicién se

encuentra en la necesidad de la presencia de H* en los reactivos.™?

TEORIA DE LEWIS

ACIDO: Es una sustancia que acepta un par de electrones

BASE: Es una sustancia que dona un par de electrones.
El acido y la base comparten el par donador de un enlace covalente. Cuando un &cido
de Lewis acepta un par de electrones significa que debe tener un orbital vacio de baja

energia o bien un enlace polar con el Hidrogeno, para donar H".

PROPIEDADES DE LOS ACIDOS:

Caracteristicas
ACIDOS: BASES:

®  Tienen sabor agrio. ® Tiene sabor amargo.
®  Son corrosivos para la piel. ®  Suaves al tacto pero corrosivos
® Enrojecen ciertos colorantes con la piel.

vegetales. _ ® Dan color azul a ciertos colorantes
® Disuelven sustancias vegetales.
® Atacana _IOS metales ®  Precipitan sustancias disueltas por

desprendiendo H,. acidos.
® Pierden sus propiedades al ® Disuelven grasas.

reaccionar con bases. ®  Pierden sus propiedades al

reaccionar con acidos.
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CONCEPTO DEL pH

El valor de dicho producto i6nico del agua es:
Kw (25°C) = 10""* m*

En el caso del agua pura:

H:0+]1=[0OH"]= 410'”’ M2=107"M

Se denomina pH a:

pPH=-log [H:0"]

Y para el caso de agua pura, como [Hz0*]=10"" M:

pH=—-log 1077 =7

El pH se utiliza como medida de la acidez y de la alcalinidad del medio acuoso.

CONSTANTE DE ACIDEZ 2?3

Los &cidos se caracterizan por su capacidad de donar protones. Los mas fuertes como
el HCI reaccionan casi por completo con el agua, mientras mas débiles como el acido
acético, reaccionan con poca fuerza con la misma. La fuerza de un acido HA en

solucion acuosa, se describe con la constante de equilibrio (keq) y su concentracion.

En una solucién acuosa diluida que suele usarse para medir la acidez, la
concentracion del agua permanecera casi constante, aproximadamente igual a 55.6
M. Por consiguiente se puede reformular la ecuacion de equilibrio con una nueva
cantidad, llamada constante de acidez K,. Esta constante, para cualquier acido HA, es
igual a la constante de equilibrio de disociacion del acido multiplicada por la

concentracion molar del agua pura 55.6 M.
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El intervalo de valores de la constante de acidez para los distintos acidos va desde 0
hasta 10" para los més fuertes mientras que para los mas débiles hasta 10 °.

Las fuerzas de los &cidos suelen expresarse con valores de pK, mas que con valores
de Ka; el pKa es el logaritmo decimal negativo de K.

pKa =-log K,

Los &cidos con valor de K, altos tendran valores de pK, pequefios; mientras que los de
valores de K, pequefos tendran valores de pK, grandes. En Quimica, existe una
ecuacion que describe Henderson-Hasselbalch la obtencion del pH como medida de
la acidez (pK,). La ecuacion es también util para estimar el pH de una solucién que
contiene un par conjugado. Existen dos formas equivalentes de la ecuacién

Henderson-Hasselbalch.

pPH =pK, +log [A°]
[HA ]

Donde [A ] es la Concentracién de la base y [HA] es la concentracién del acido. En
este sentido, pK, es - 1og ), donde K, es la constante de disociacion del acido, que

es la siguiente:

[HzO™J[A"]
[HA]

pK, = —log(K,) = — log

Para la reaccion no especifica de la reacciones de acido — base de Bronsted - Lowry.

HA + H,O = A~ + H,0"

En estas ecuaciones, A ~ denota la forma i6nica del acido correspondiente. Cantidades

entre corchetes, como [base] y [acido] denotan la concentracion molar (M).
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En este trabajo la ecuacion de Henderson - Hasselbalch es una herramienta basica
para la determinacién de la constante, donde se despeja el pK, de la ecuacién original.

pK,= pH=100 [A"]
[HA ]

De estd manera al conocer el pH, la concentracion de la especie acida y la
concentracion especie basica, con la ecuacion anterior, se podra determinar el valor
del pKa.

ESPECIES QUIMICAS DE UNA SUSTANCIA Y SU ESPECTRO DE ABSORCION
ESPECTROFOTOMETRICA. 2

Como ya se menciond anteriormente, en las reacciones acido — base se forma un par
conjugado. Cada especie quimica del par conjugado presenta un comportamiento

quimico diferente, por ello el medio de disolucion es diferente para cada especie.

A continuacion se muestra las dos especies quimicas del metilparabeno en donde se

encuentra la especie acida (no ionizada y la especie basica (ionizada).

Zonas de Predominio de las Especies Quimicas

del Metilparabeno
O Jit
A O CH
O CH, 2
0 e
i » pH
pka
2.4
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A continuacion se muestran los barridos en diferente medio de dilucién.

Espectros de Absorcién del Metilparabeno
en Diferentes pH's (40 mcg/mL)

25 ‘\ o + HCIO.IN.
i *u . *
21 % PR S - Buffer fosfatos
*u 4. * m !
i - *n "
Absorbancia 1.5 Ta 5 % NaOH 0.1 N.
g %
SRS A
. ' *
0.5 - A
- %
*
04 : . :
200 250 300 350 400

Longitud de Onda

Gréficol: Espectros de absorcion del metilparabeno a una misma Concentracion, en diferentes medios de

disolucion.

ESPECTROFOTOMETRIA !?

Los métodos espectrofotométricos también se clasifican de acuerdo con la regién del
espectro electromagnético que se utiliza. Estas regiones incluyen los rayos X,

ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas y radiofrecuencias.

La radiacion electromagnética es una forma de energia que se transmite por el
espacio a velocidades muy altas. La radiaciébn electromagnética se describe
adecuadamente considerando la radiacion como ondas sinusoidales que tienen
propiedades de longitud de onda, frecuencia, velocidad y amplitud. Esté se considera
como un flujo de particulas o paquetes ondulatorios de energia llamados fotones o

cuantos. La energia de un fotén es proporcional a la frecuencia de la radicacion.

La radiacion electromagnética se puede presentar adecuadamente como un campo
eléctrico experimental oscilaciones sinusoidales en el espacio. EI campo eléctrico se

representa como un vector cuya longitud es proporcional a la fuerza del campo. La
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amplitud de la onda se define como la longitud del vector eléctrico en el méximo de la
onda. EIl tiempo necesario para el paso de sucesivos maximos 0 minimos por un

punto fijo en el espacio se denomina el periodo de la radiacion.

La frecuencia esta determinada por la fuente de radicacion y permanece constante
independientemente del medio que atraviesa. La longitud de onda A es la distancia
lineal entre dos puntos sucesivos maximos 6 minimos de una onda. El producto de la
longitud de onda y la frecuencia de ciclos por segundo es la velocidad de

propagacion.
Transmitancia:

A causa de la interaccion entre los fotones y las particulas absorbentes, la potencia del
haz de luz disminuye desde una potencia inicial (P,) hasta una potencia final (P). La
transmitancia (T) de la solucién se define como la fraccion de radiacion indecente

transmitida por la solucion

T= P
P
Es comudn que la transmitancia se exprese como un porcentaje

Absorbancia:

La absorbancia (A) de una solucién se define por la ecuacion:

A=logT = log Py = -log P

La interaccion entre la radiacion y las paredes del recipiente es inevitable como
resultado de la reflexion y posiblemente de la absorcion de la potencia del haz en cada

una se atenua.

Las perdidas por reflexion son consideradas por la dispersion de las moléculas
grandes en el disolvente, también pueden causar atenuacion del haz cuando este
atraviesa la solucion. Para compensar estos efectos, la energia del haz transmitido por

la solucién del analito se compara con la energia de un haz que atraviesa una celda

10
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gue contiene solo el disolvente del analito. De estd manera se obtienen una
absorbancia experimental que aproxima mucho la verdadera absorbancia de la

solucién con la ecuacion:

A=logPo = log Psolvente
P Psolucion

Donde P y P, se refiere a la energia de la radiacion después de pasar a través de las

celdas que contienen el disolvente y el analito, respectivamente.

LEY DE BEER

De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia esta relacionada linealmente con la
concentracion de la especie absorbente y con la longitud de la trayectoria de la

radiacion en el medio absorbente.
A= log Po = elC

En donde A es la absortividad molar; € es el coeficiente de absortividad y tiene las
unidades de L cm™ mol *; ?es la medida del ancho de la celda y C la concentracion

de la solucién.

Aplicaciones de la ley de Beer

e Se puede aplicar en soluciones que contienen mas de una especie absorbente.

LIMITACIONES:

e Ocurren algunas desviaciones como consecuencia de la manera en que se
mide la absorbancia (desviaciones instrumentales), este tipo de desviaciones
son fundamentales y representan limitaciones en la ley de Beer

e La ley de Beer solo plantea un comportamiento de la absorcion en soluciones

diluidas.

11
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e En concentraciones elevadas en general mayores a 0.01 M., la distancia
promedio entre los iones o las moléculas de las especies que absorben
disminuye hasta el punto en que cada particula afecta a la distribucién de carga
de sus vecinas. Estd interaccion puede alterar la capacidad de las especies
para absorber a una determinada longitud de onda, cuando se presenta este
fendbmeno se observa una desviacidbn entre la relacion lineal de las
absorbancias y las concentraciones.

o Desviaciones quimicas: Estas se producen cuando un analito se disocia o

e Reacciona con un disolvente, formando productos con caracteristicas

absorbentes distintas de las del analito.

ESPECTROS DE ABSORCION *

Un espectro de absorcibn es una grafica de porcentaje de transmitancia,
absorbancia, logaritmo de absorbancia o absortividad molar de un analito en
funcion de la longitud de onda, o del nimero de onda y ocasionalmente de la

frecuencia.

TEORIA DE ABSORCION MOLECULAR?

De acuerdo a la teoria cuantica todas las moléculas, todas las especies
moleculares poseen un numero limitado de niveles discretos de energia; el nivel
de energia mas bajo es el estado fundamental. A temperatura ambiente la mayoria
de las moléculas se encuentran en estado fundamental, cuando un fotén de
radiacion pasa cerca de una molécula es probable que se produzca la absorcion si
y solo si la energia del foton coincide exactamente con la diferencia de energia. En
estos casos la energia del foton es transferida los electrones a un estado de

energia méas elevado o estado excitado.
En la excitacion por radiacion ultravioleta e invisible se promueve la transferencia

de un electrén que se encuentre en un nivel bajo de energia molecular de orbital

atomico a un orbital de energia superior. Para que se produzca la transicion de un

12
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electron entre dos orbitales se denomina transicion electrénica y al proceso de
absorcion asociado se le conoce como absorcion electronica.

La absorcion molecular en las regiones ultravioleta y visible consisten en bandas
de absorcion formadas por lineas que estan muy cerca unas de otras ya que una

molécula tiene sin mas niveles vibracionales.

La espectroscopia molecular basada en radiacion ultravioleta se utiliza para la
identificacion y determinacién de una variedad de especies inorganicas, organicas
y bioquimicas. La espectroscopia de absorcion molecular ultravioleta - visible se
emplea principalmente para el analisis cuantitativo y es uno de los métodos mas

comunes usados en el laboratorio quimico y clinico. *
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METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ.

La constante de disociacion es un parametro fisicoquimico importante para una
sustancia, dicho pardmetro aporta una informacion fundamental en su manejo. Existen

diferentes métodos para determinar la constante de acidez:

Los métodos tradicionales son por potenciométria y UV, los espectros de absorciéon
han sido las técnicas usadas en la determinacién de la constante de equilibrio debido
a que los resultados son reproducibles y exactos. En la década pasada algunas
técnicas se basaron en la separacién de compuestos por Cromatografia de Liquidos y

electroforesis capilar.?**

A continuacién se describe brevemente diversos métodos para la determinacion del
pKa, sin olvidar que el método de mayor interés en este trabajo es el

espectofotometrico.

» Titulacion Potenciométrica; >’

En el pasado la técnica de la titulacion potenciométrica fue el estandar para la
determinacion del valor de pk,. Lo que se realiza en esta técnica es que una muestra
es titulada por una base o un acido utilizando un potenciometro para ir monitoreando el
curso de la titulacion. El valor de pka es calculado en el cambio de vire de la curva de

titulacion.

La titulacion potenciometrica en soluciones acuosas es el método més exacto para la
determinacion de constantes de equilibrio. El punto de equivalencia en las titulaciones
potenciometricas estd determinado generalmente graficando E,y el pH en funcion
del volumen del reactivo agregado. El punto de equivalencia es medido en el punto de
la inflexién de la curva, en titulaciones de acidos débiles, la cuesta de la curva a este
punto puede ser tan pequefia que es dificil determinar el punto de equivalencia exacto.
En estos casos, es posible obtener mejores resultados usando varios métodos

gréficos o numéricos.
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Las titulaciones se realizan generalmente adicionando el titulante con una bureta
automatica, el sistema debe ser controlado por una PC que se encuentre conectada a
un espectro de absorcion en el cual determina los valores de absorbancia, utilizando

celdas de 1 cm.

La técnica potenciometrica requiere la seleccion de un medio i6nico que asegure que
los coeficientes de absortividad sean constantes para todas las especies dentro de los
experimentos. La principal dificultad para obtener valores confiables, es por la baja
solubilidad que presentan en las soluciones acuosas. Se requieren altas
concentraciones para que se observe claramente el cambio del pH en el punto de

equivalencia.

El tratamiento numérico puede ser realizado con las versiones de los programas
NYTIT y de ZETA del LETAGROP. Las estimaciones de los valores del pK, son
obtenidos por el método de Gran Yy los valores de pKa calculados por métodos
graficos 6 numéricos se realiza una correccion de la fuerza iénica. Existen otros tipos
de métodos estadisticos para la determinacion de la constante de acidez como es el

método de la segunda derivada y regresion no lineal.

» Métodos Espectrofotométricos "8?

Una alternativa para la titulacion potenciométrica es por espectrofotometria (UV-
VIS) porque pueden manejarse compuestos de baja solubilidad y de baja
concentracion para la muestra. La ventaja principal es la alta sensibilidad ( 10° M) a

los compuestos con coeficientes de absorcion molares favorables.

Generalmente en esta técnica se realiza una valoracion en la cual los datos
espectrales son registrados continuamente durante el curso de titulacion por un
espectrofotdmetro. Las absorbancias de la muestra van cambiando durante el curso
de la titulacion hasta reflejar la concentracion neutra o ionizada de la especie. El
cambio mas grande de la absorbancia ocurre cuando el valor del pH es igual al valor

del pK,, la determinacién de los valores del pK, por UV - visible.
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Tradicionalmente los datos de los valores de absorbancia son a una sola longitud de
onda, donde las muestras estan en series de soluciones con bufer cuyos pH’s son
conocidos, posteriormente el pk, es determinado. Para el uso de este método los
espectros de absorciéon de las especies individuales deben ser caracterizados por su
coeficiente de absortividad. Cuando una molécula presenta mas de dos pasos de la
ionizacion, o si los componentes no son estables dentro de dos unidades del pH del
valor del pK,, se realiza un espectro de absorcion a varias longitudes de onda, en
donde se utiliza un factor blanco para deducir los valores de pK, de las absorbancias a

diferentes longitudes de onda, y los datos se van registrando a los diversos pH'’s.

» METODO CLASICO ESPECTOFOTOMETRICO.

Se utiliza un tampdn para el "clasico” espectofotometrico. En donde los espectros de
estas soluciones contendran solamente la especie protonada 6 desprotonada de los
compuestos que van a ser registrados. Después se registra el espectro del UV- VIS
de un almacenador intermediario de una solucion a un pH que contenga la especie
protonada y desprotonada. El valor de pK, se calculara con el valor del pH utilizando

la ecuacion de Henderson — Hasselbac.

» METODO POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS ’

La cromatografia de Liquidos es una buena opcion para la determinacion de la
constante de acidez, esta solo requiere una pequefia cuantificacion de los compuestos

Yy nNo se necesita que las muestras sean puras ni de baja solubilidad.

El método no incluye las mediciones de los solutos o las concentraciones de la
titulacion, solo se toman en cuenta los tiempos de retenciéon. El célculo es directo e
independiente de la pureza del soluto. Sin embargo las desviaciones de los estdndares
del pka son més altas que los obtenidos por los métodos espectofotométricos y

potenciométricos.
La determinacion para el valor de pk, por Cromatografia de liquidos est4 basada entre

la relacion de los factores de retencion y el pH de la fase movil. Se debe determinar el

tiempo de retencién a cada uno de los compuestos. Para &cidos monoproticos la
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capacidad de factores es observada a diferentes valores de pH, estos son en relacion
a la capacidad de los factores de las especies neutras y de las especies anionicas.

Una de las desventajas mas importantes del método de Cromatografia de Liquidos es
la sensibilidad que pueden presentar las columnas cromatogréficas a los diversos pH’s

del medio de disolucion y de la fase mévil.

Por otra parte se han observado tiempos de retencibn muy largos que dificultan la
determinacion de los valores de pk, en agua 'y mezclas de medios organicos acuosos
con bajo contenido de solventes organicos. Sin embargo como el objetivo principal de
la determinacion del pK, por Cromatografia de Liquidos es la optimizacion de la

separacion cromatogréfica, este método es adecuado para ello.
» ELECTROFORESIS CAPILAR’

La determinacién de los valores de pK, por Electroforesis Capilar se basa en la
capacidad de movimiento de un compuesto ionizado en una serie de soluciones a

diferentes pH’s.
La fraccion molar de la especie anionica esta dada por la siguiente ecuacion:

peff= = g * 10°@
107 + 10"

Los valores de pka son obtenidos por el movimiento en funcion del pH. La movilidad
experimental es calculada por el tiempo de migracion de cada una de las especies a
diferentes pH’s.
» Métodos de computo ’

El valor de pK, puede estimarse por métodos computacionales como: SPARC y ACD.
Este método puede determinar la constante de acidez de cualquier compuesto, solo se
necesita su estructura quimica. El ACD es un programa del software que calcula
exacta la constante de acidez del acido-base, debajo de 25 °C y fuerza i6nica cero en

soluciones acuosas para casi cualquier estructura organica.
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QUIMIOMETRIA **

“‘La Quimiometria es la disciplina Quimica que utiliza métodos matematicos y
estadisticos para disefiar o seleccionar procedimientos de experimentos 6ptimos para
proporcionar la méaxima informacion quimica mediante el analisis de datos quimicos,
usando la légica formal, matiza dos hechos: que la informacion buscada debe ser
relevante y que la informacion sobre el sistema quimico debe transformarse en

conocimiento global sobre el problema de estudio”.

La Quimiometria mejora el rendimiento del proceso analitico en todas sus etapas y
asegura la calidad de los resultados. Una vez obtenidos los datos, el tratamiento de los
mismos permite aumentar la calidad de los resultados, facilita su interpretacién y

fundamenta las conclusiones.

La prediccion de una variable a partir de otra se realiza con la elaboracién de un
modelo matematico denominado recta de regresion. Existen dos tipos de regresion

simple: tipo | 'y tipo II.

En la regresion del tipo | el experimentador controla una de las variables; debido a que
sus valores son conocidos o bien pueden seleccionarse previamente con precision; sin
embargo no se tiene control sobre la otra variable. La mayoria de los problemas de
calibracion en Quimica Analitica son de tipo |. En la regresion de tipo Il no se tiene
control de ninguna de las variables por parte del experimentador, las dos variables se

encuentran en la incertidumbre.

Existen diversas pruebas estadisticas para comprobar la seguridad de los resultados
una de ellas es la correlacion, se dice que existe esta cuando los valores de las
variables estan ligados entre si, debido a que una variable proporciona informacién

sobre la otra.
El coeficiente de determinacion r® expresa al porcentaje de variacion total de los datos

que es explicado por el modelo. Asi r’= 1, el ajuste es perfecto y la varianza explicada
es el 100% de la total.

18



GENERALIDADES

El método de regresién de Minimos Cuadrados se utiliza para problemas de regresion
de tipo | el modelo se obtiene haciendo la minima suma de los cuadrados de los
residuos, que se han definido en la direccién de las variables sujetas a error aleatorio.

El modelo de Minimos Cuadrados presenta las siguientes condiciones para su validez

A) El problema de regresion es de tipo |, los errores aleatorios son despreciables
en x y predominantes eny.

B) Larelacion entre x e y es lineal en el intervalo considerado.

C) Los residuos son homocedasticos, es decir, la variancia es independiente de x.

D) La distribucion de los residuos es normal y su media es cero.

La prediccion Mdltiple y multivariante se utiliza preferentemente modelos donde
que la variable dependiente x, es siempre la predictiva (una sefal instrumental o
una combinacion lineal de varias sefiales instrumentales), tanto en la etapa de
calibracion como en la de prediccion y la variable dependiente y es siempre la
respuesta. Por razones historicas el modelo de retroceso se conoce también como

modelo “clasico” y el modelo de avance como modelo “inverso”.

En la regresiéon de Minimos Cuadrados Parciales se utilizan los componentes
principales de un bloque X como variables predictorias. Sin embargo los
componentes principales interpretan y modelan la varianza Unicamente en el

bloque X, y por lo tanto no tienen que estar correlacionados con las respuestas.

Métodos de andlisis multivariante:

e Regresion Lineal Mdltiple (RLM)

e Minimos Cuadrados Clasicos (MCC)

e Minimos Cuadrados Inversos (MCI)

¢ Analisis del Componente Principal (ACP)

e Regresion del Componente Principal (RCP)

e Minimos Cuadrados Parciales
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FUNDAMENTO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE MULTICOMPONENTE *

En la calibracién lineal simple se utiliza el siguiente método para la prediccién

A=CK ec.....1

Donde A es la absorbancia a cierta longitud de onda y C es la concentracion y K es
el coeficiente de absortividad. Esta ecuacién permitird conocer la concentracion de

cualquier especie siempre y cuando esta no presente alguna interferencia.

Si la mezcla presenta dos componentes, se pueden establecer dos ecuaciones:

A]_: Cl K]_ + El ec..... 2
A, C, Kot E, ec.....3

Donde A; y A, son las absorbancias a dos longitudes de onda, K;y K, son los
coeficientes de absortividad. E; y E, son los errores residuales que se obtienen a
partir de la linea ajustada por minimos cuadrados parciales, si no hay presencia de
alguna interferencia es posible dar solucion de una forma simultanea.

Si existiera una interferencia entre los dos componentes dentro del mismo espectro

(bandas sopladas). Entonces se tendrian estas dos ecuaciones:

Ai=C Ky + Cyy +E4 ec....4
A, =C, Ky, +Cx +E, ec...5

La solucion de estas ecuaciones se puede realizar de forma simultdnea 6 bien se

pueden solucionar con el uso de un sistema matricial a base de computadora

gquedando expresadas de la siguiente manera:
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A(n,p)= C(h,m) K(m,p)+E(n,p) ec.....6

Siendo n el numero de disoluciones patréon, p el nimero de valores de longitudes

de onda y m el nUmero de componentes.

Teniendo dos componentes a dos longitudes de onda se tendria las siguientes

ecuaciones:

Espectro No. 1

All = Cll K]_]_ + C12 Kz]_ + Ell ec.... 7

A, =Cp Ky +Ci2Ky, +Ej; €c... 8
Espectro No. 2

All = Cll K]_]_ + ClZ K21 + Ell ecC.... 9

A12 = C12 KlZ + ClZ K22 + E12 ecC... 10

En notacion matricial se tendra
A=CK+E

Con el uso de un paquete estadistico que maneje el algebra matricial es facil

encontrar solucion a las expresiones, la matriz es utilizada en la prediccion de

muestras problema.
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< MATRIZ DE DATOS DE LA CALIBRACION

En la calibracion multivariante; la matriz se divide en dos bloques: el bloque X, con
m variables que se usan como predictor8ias, y el bloque Y (calibracion), que debe
incluir tantas variables respuestas como fuentes de variacion significativa e

independiente influyan sobre las variables del bloque X (ensayo).

Cualquier serie de medidas instrumentales se puede utilizar como variables del
bloque X, si bien, con frecuencia, se trata de sefiales generadas por los
instrumentos a distintas longitudes de onda ( espectroscopia), a distintos tiempos

crecientes ( cromatografia), o en general, a distintos valores de la variable de

Barrido instrumental. Para cada valor de la variable de barrido se tiene una

variable predictoria (xj).

Por otra parte, cualquier fuente de variancia o factor subyacente se puede utilizar
como respuesta, ya se trate de concentraciones de analitos o interferencias, o de

otros factores que influyen sobre las sefales instrumentales.

La matriz estd también partida en dos bloques de objetos: El conjunto de
calibracion contiene n estandares, siendo n igual o mayor que el nidmero de
respuestas. Y el de muestras problema, sin limitacién en el nimero de objetos. En
esta etapa de calibracion se establece las variables que deben incluirse en el
bloque X ( de variables predictorias)

Y bloque Y (respuestas). Se disefia la composicion de los estdndares y su
preparacion de acuerdo con el disefio previsto, se realiza la medida de las

variables y se establece el modelo de prediccion.
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<+ CONJUNTO DE ESTANDARES DE CALIBRACION

Para construir un modelo de prediccion multiple y multivariante se deben cumplir las

siguientes condiciones:

e El bloque Y contiene tantas variables como fuentes de variancia revelantes
influyen sobre el bloque X, asi por ejemplo, si el bloque X contiene tres fuentes

de variancia, el blogue Y se debe disefiar incluyendo al menos tres variables.

o Las variables del bloque de X 6 un subconjunto seleccionado de entre las
mismas, contienen variancia correlacionada con todas y cada una de la
variables del bloque Y.

e Las variables del bloque X 6 al menos las del subconjunto seleccionado, estan
poco correlaciones entre si.

e El conjunto de estandares de calibracién se ha disefiado de modo que las
variables del bloque Y no estan correlacionadas entre si, y ademas, cubre de

modo satisfactorio sus respectivos intervalos de calibracion.
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ALGORITMO DEL MODELO DE MINIMOS CUADRADOS PARCIALES **

El algoritmo de MCP utilizado en el desarrollo de este trabajo fue el que establecid
Haaland. Que consta de dos etapas.

e Etapa de calibracién

o Etapa de prediccion

CALIBRACION:

En esta etapa se relacionan las absorbancias obtenidas a diferentes longitudes de
onda y la concentracion del componente de interés se estima a partir de un
conjunto de estandares de soluciones de referencia que presentan las
combinaciones posibles de los componentes de la mezcla. Y de acuerdo al
logaritmo de MCP establecido por Haaland. Se obtienen las expresiones
matriciales compuestas por valores de absorbancias a diferentes longitudes de
onda, dispuesta en columnas para cada longitud de onda y en filas para cada

solucién conteniendo la mezcla de los componentes a analizar.

Un aspecto importante en la etapa de calibracion es el disefio del conjunto de
soluciones patrdn a partir de las cuales se obtiene el nUmero de soluciones para la
matriz, las soluciones deben ser representativas de las diferentes compaosiciones

de las muestras.

CALIBRACION
PASO 1:

Retratamiento de datos, centrar A y C. Las matrices centradas sustituyen en las

operaciones a las de los datos originales.

PASO 2
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Formacion del vector de peso (W,") o de ponderacion.

A=cW, ‘+E,
W, =(A'c)/cc

Este paso de MCP se ejecuta asumiendo que se conoce la concentracion de uno
de los componentes de la muestra analitica. Ya obtenidos los valores de ( W;) se
normalizan dividiendo los valores Wy, entre el primer valor del vector.

PASO 3:

Vector cargado o latente ( ty,)

A=t, W)’ + E,
t, = AWh

El vector t, representa la intensidad o cantidad del primer vector de peso en las

muestras de calibracion.

PASO 4

Se presenta una relacion entre el vector marcador y las concentraciones.

C=V.t,+ec
Vt = (th’ C)/ th, th

El vector marcador puede ser relacionado con las concentraciones usando la

regresion de minimos cuadrados lineal.

PASO 5

Formacion del vector de carga

A= th bh’ + Ea
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Bh= A th, / th’ th
El vector h, explica la maxima variancia en el espectro de calibracion.
PASO 6
Calculo de los residualesen Ay C
Ea =A- t, bh’
Concentracion residual ec=c—Vuty
PASO 7
Al aumentar h (el nUmero de calculos del algoritmo) y sustituyendo Ea para A y ec
para c en el paso 2, se deben realizar las repeticiones necesarias hasta obtener un

modelo adecuado.

PREDICCION:

Es esta etapa se utiliza para encontrar concentraciones de muestra desconocidas
mediante el uso de los datos obtenidos en la calibracion. Para cada muestra se

obtienen un vector con absorbancias obtenidas a cada longitud de onda.

PASO 1
Se centra “a “usando los datos de la calibracion, o se obtiene el valor medio de la

calibracion de cada valor espectral.

PASO 2
Se calcula la variable latente t;,
Th -a Wh,

PASO 3

Se calcula la concentracion

Ch=cn? +vt,
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PASO 4
Se calcula los residuales de absorbancia.

Ch = eh-l - bh ty
PASO 5

[T ]

Incrementa h, sustituir eh por “a” y repetir el paso 2 hasta que se complete el

numero de h utilizadas en la calibracion.

% SELECCION DEL NUMERO OPTIMO DE FACTORES

K/

El método que permite establecer el nUmero 6ptimo de factores es la aplicacién de
SCERP (suma de cuadrados de los errores residuales de prediccién). En este
método se utiliza la validacion cruzada y se aplica la féormula:
n
SCERP =3 (C; estimada— C;Real)?
i=1
Donde n es el nimero de las muestras de calibracion, C; real es la concentracion

real y ¢; estimada, es la concentraciéon estimada al utilizar la validacion cruzada.

Los valores de SCERP son el indicativo de qué también se esta estimando las
soluciones patrén con cada namero de repeticiones de los céalculos del algoritmo
de MCP, en una gréfica tipica de SCERP en funcién del nimero de repeticiones se
observa que conforme aumenta el nimero de repeticiones de los célculos en el

algoritmo disminuye el error de la prediccion.

< DETECCION DE LAS MUESTRAS DESECHABLES

Las muestras desechables son soluciones que presentan una diferencia
considerable entre el valor de la concentracion esperada (residuos de la
concentracion) en comparacion con las soluciones pertenecientes a la calibracion.

Una o varias de las soluciones de la calibracion pueden presentar valores
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incorrectos, esto debido a mala preparacibn o errores en la manipulacién

experimental.

Una forma para detectar muestras desechables es la utilizacién de la validacion
cruzada. Asi, tras elegir el numero Optimo de repeticiones, cada una de las
muestras se separa del resto de las soluciones de la calibracién para
posteriormente predecir la concentracion de la muestra que quedo fuera. Tras
repetir este procedimiento a todas las soluciones de la calibracién, se puede
determinar el porcentaje de desviacion de la concentracion estimada con respecto

a su concentracion real.

_(_(_Cestimada — C@)_ ) *100
Creal

Donde C es la concentracién. De esta manera se puede determinar si una 0 mas

de las soluciones de la calibracidon son muestras desechables.

El programa de minimos Cuadraos Parciales (SCERP) sirve para realizar andlisis
con este fin y este se encuentra compuesto por cuatro fases: Press, linealidad,

Ouitliers y Prediccion.
B PRESS: Es la opcién que sirve para introducir los datos de la calibracion y asi
se determinan los valores de “H” que son los que indican en que momento la

calibracion empieza a ser lineal.

B LINEALIDAD: Sirve para determinar en que valor de H se encuentra la mejor

linealidad.

B OUTLIERS: Estés opcidn nos indica cuales son las muestras que se pueden

desechar de nuestra calibracion que no son utiles.

B PREDICCION: Esta opcion se utiliza para determinar las concentraciones

estimadas de las muestras a partir de la calibracion.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

JUSTIFICACION EXPERIMENTAL

Actualmente la industria farmacéutica se encuentra innovando farmacos y con ello
nuevas formulaciones farmacéuticas, en donde conocer el valor de pKa es
fundamental para la manipulaciéon quimica de las sustancias. Con este procedimiento
se crea la posibilidad de determinar constantes de acidez por quimicos que no sean
expertos determinando constantes, con lo cual se reduce tiempos y costos. Cabe
mencionar que en este momento solo se ha demostrado la eficacia del método en
sustancia monoproticas; sin embargo existe la posibilidad de utilizarlo para sustancias

dipréticas e incluso triproticas.

Para encontrar el procedimiento adecuado para la determinacion, se utilizaron
Unicamente sustancias cuyas constantes de disociacion acida (pKa) estan reportados

en la literatura, dicha restriccién se tomd para tener una referencia.
Un parametro fundamental planteado y lo que hace la diferencia en estos

experimentos, es la capacidad que tiene MCP para cuantificar una sola especie

quimica y con la ecuacién de Henderson — Hasselbac determinar el pKa.
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REACTIVOS, EQUIPOS Y SOFTWARE

Tabla 1: Muestra los reactivos y marca del mismo.
Nombre del Reactivo Proveedor
Hidréxido de Sodio

J. T. Baker

Perlas 98.2 %
Acido Clorhidrico 37 % Fermont
Fosfato de Potasio

. J.T. Baker
Monobasico
Borato de Potasio J.T. Baker
Acido Bérico J,T. Baker

Tabla 2: Informa el nombre de la sustancia, el proveedor y la pureza.

Nombre del Reactivo Donador yio Pureza del Reactivo
Proveedor

Acetaminofén [.M. Bruluart 100.18 %

Clorfenamina [.M. Bruluart 100.82 %

Dextrometorfano I.M. Bruluart 94.65 %

Metformina I.M. Bruluart 99.13 %

Loratadina I.M. Bruluart 100 %

Metilparabeno USP 100 %

Tabla 3: Muestra las caracteristicas del eq

uipo utilizado.

Nombre del Equipo Proveedor Modelo

Balanza analitica Ohaus Analytical plus AP250D
Espectrofotometro Varian Cary 100 Conc

PC Dell HRPOW61
Potenciometro Mettler Toledo Seven multi

Vortex Vortex- genie K 550 6

Purificador de agua Milli Q Rios 5

Sistema de purificacién Mili Q- Plus Milli Q Milli Q Plus
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MATERIAL:

e Matraces volumeétricos de 25 ml.

e Matraces volumeétricos de 200 ml.

e Matraces volumétricos de 1L.

e Matraces volumétricos de 2 L.

e Vasos de precipitados de 25 ml.

e Vasos de precipitados de 50 ml.

e Pipetas volumétricasde 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9y 10 ml.

e Perillas

SOFTWARE:

Para las estimaciones de MCP se utilizé el software ISHEJA ICC ® versién 1 Windows
98 (de acuerdo al programa establecido por Haaland), el programa de Excel (solver)
de la paqueteria de office.

METODO

El método analitico que se propone en este trabajo consta de tres etapas: elaboracion
de barridos de cada una de las sustancias, preparacién de la calibracion y las

muestras y la estimacion del pKa.
A continuacion se mostrard un procedimiento general, acompafiado de diagramas de

flujo con la finalidad de explicar los pasos a seguir, los procedimientos especificos de

cada analito estan en la seccién de anexos.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

PROCEDIMIENTO GENERAL

VI.

VIl

VIII.

XI.

Lo primero que se debe hacer cuando se quiere obtener un espectro de
absorcion de un analito, es revisar en la literatura la naturaleza quimica,
propiedades de solubilidad, estabilidad.

Elaborar una escala de especies quimicas de la sustancia en funcién del pH
y ubicar la especie que predominard en medio acido y en medio basico.

Elegir el medio de disolucion en donde se encuentre presente una sola
especie quimica (calibracion).

Elegir un buffer como medo de disolucion en donde se encuentren ambas
especies quimicas, es importante que el pH este muy cercano al pKa de la
sustancia.

Obtener los espectros de absorcién para cada sustancia.

Elegir 10 6 mas longitudes de onda, en donde se incluyeran los puntos de
absorbancia mas significativos como son: puntos de inflexion, minimos,
maximos y hombros. Es importante que las longitudes de onda de la
calibracién y del ensayo sean iguales, de lo contrario no podréa realizarse el
tratamiento de los datos para la determinacion del pKa.

Disefiar y elaborar una calibracién con un minimo de cinco puntos y por
triplicado.

Disefiar y elaborar las muestras con un minimo de 4 puntos y que las
concentraciones se encuentren dentro de las de la calibracion.

Leer el pH de cada una de las soluciones de la muestras con un
potencidometro.

Realizar el tratamiento de los resultados de la absorbancias por el programa
de minimos cuadrados parciales, con la finalidad de obtener la estimacion de
las concentraciones.

Determinar el valor del pKa utilizando la ecuacibn de Henderson -

Hasselbac.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

En los siguientes diagramas se muestra de manera sencilla el procedimiento

general ya mencionado:

Fig. 1. Muestra el procedimiento general para la obtencion de los espectros de

absorciéon de las sustancias.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Fig. 2. Muestra el procedimiento general de la calibracion.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Figura 3: Diagrama del procedimiento general para la elaboracion de las muestras y la

determinacion el pKa.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

El bufer se debe elegir en base a las siguientes caracteristicas:

> Ser inerte con el farmaco o sustancia.

A\

Confiabilidad de amortiguamiento
» Debe de encontrarse en un pH donde se puede cuantificar las dos especies

quimicas del par conjugado.

ANALISIS DE LA CALIBRACION POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS
PARCIALES

El programa de minimos Cuadrados Parciales sirve para realizar analisis con este finy
este se encuentra compuesto por cuatro fases: Press, linealidad, Outliers y Prediccion.

Este programa se utiliza de la siguiente manera:

CALCULO DE LA CONCENTRACION QUIMICA EN LA MUESTRA.

Los resultados obtenidos se analizaran de la siguiente manera:
e Primera Concentracion:
Se obtiene de la Concentracion que estima por el programa de MCP
¢ Segunda Concentracién
(Concentracion real — Concentracion de la primera especie del par conjugado) =

Concentracion de la especie de la otra especie quimica del par conjugado.

Posteriormente con la Ecuacion de Henderson — Hasselbalch

pka=pH + log [ A7

[HA]

Despejando pKa

pka = pH —log [A7]

[HA]

En donde el pH se conocera debido a que se obtuvo previamente en la lectura de cada

una de las muestras del ensayo.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y
ANALISIS DEL
METODO ANALITICO.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En este trabajo se determiné el valor de pKa de un excipiente (metilparabeno) y cinco

farmacos: clorfenamina, dextrometorfano, acetaminofén, metformina y la loratadina;

siendo este Ultimo un experimento que se realiz6 a ciegas.

Cada una de las sustancias que se mencionaron son moléculas de naturaleza acida o

basica por lo cual poseen una especie conjugada de acuerdo a la teoria de BRONSTED-

LOWRY. En la siguiente tabla se muestra la naturaleza de cada una de las sustancias asi

como las zonas de predominio.

Tabla 4: Estructura molecular y zonas de predominio de cada sustancia.

NOMBRE

Clorfenamina

Dextrometorfano

Acetaminofén

Metformina

Loratadina

Metilparabeno

Zonas de Predominio

NATURALEZA CALIBRACION ESTRUCTURA ZONAS DE PREDOMINIO DE
QUIMICA (MEDIO DE MOLECULA LAS ESPECIES QUIMICAS
DILUCION)

HCI 0.1 N.

HCI 0.1 N.

HCI 0.1 N.

Na OH 0.1 N.

DIBASE Bufer de
Fosfatos pH
7.11

HCI 0.1 N.

HCI 0.1 N.

Na OH 0.1 N.

En la tabla 4 se encuentran cada una de las sustancias a las que se les determiné el

valor de pKa. La estructura molecular de la clorfenamina indica que su naturaleza quimica

es una base y su calibracion se realiz6 en HCI 0.1 N. Al observar la zona de predominios
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ANALISIS DE RESULTADOS

la especie que predomina es la protonada (HB"). Para el Dextrometorfano de naturaleza
quimica basica, también se elabord la calibracion en HCI 0.1 N. en donde predomina la
especie quimica protonada (HB). El acetaminofén cuya naturaleza quimica es acida, se
realizaron dos calibraciones una en HCI 0.1 N, donde predomina la especie quimica
protonada (HB). Y la segunda calibracién se realiz6 en NaOH 0. 1N donde predomina la
especie quimica no protonada (A"). En el caso de la metformina cuya naturaleza quimica
es una dibase se realiz6 la calibracion en un Bufer de fosfatos pH 7.11 en donde la
especie predominante es protonada (HB®). Para la loratadina (Base) se realizd la
calibracion en HCI 0.1 N., donde la especie predominante es la especie protonada (HB").
Finalmente el metilparabeno (Acido) se realizaron dos calibraciones una en HCI 0.1 N.
donde la especie predominante es la protonada (HA"). Y la segunda calibracién se realiz6

en NaOH 0.1 N donde predomina la especie ionizada (A).

En cada una de las calibraciones se cumple el objetivo principal de que predominara una
especie quimica casi al 100%, cabe mencionar que hay sustancias en las que se realizan
calibraciones en medio acido y en medio basico como son las de naturaleza quimica
acida; mientras que a las de naturaleza quimica basica solamente se realiz6 en un medio;
esto se debe a las propiedades de solubilidad de la molécula y a las cualidades de la
calibracién; sin embargo se aprecia una mayor confiabilidad en los resultados con la

calibracién en HCI 0. N.

En la siguiente tabla se mostrard un compendio de los medios de disolucion, las
concentraciones de la calibracién, las concentraciones de las muestras, asi como las
longitudes de onda. Si se requiere informacién mas detallada del procedimiento se

encuentra en la secciéon de anexos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 5: Condiciones de trabajo para la determinacion del pKa de cada una de las sustancias.

Nombre de | Medio de [ Medio de | Intervalo de | Intervalos de | Longitudes
la sustancia disolucién disolucion Concentraciones Concentraciones de onda
(calibracion) (muestras) (calibracion) (muestras)
mcg / ml. mcg / ml.
Acetaminofén Na OH 0.1 N. Bufer de boratos | 7.81 - 39.05 11.77 - 35.33 255, 250, 245,
pH 9.33 240, 235,
230, 225,220.
225.
HCI 0.1 N. 12.97 - 30.28 250,245,240,235,
225,220.
Dextrometorfano | HCI 0.1 N. Bufer de fosfatos | 31.95 - 71.89 38.58 -67.51 229, 228, 227,
pH 8.7 225, 222, 220,
218, 215, 213,
212, 211, 210,
209, 208, 201,
200.
Clorfenamina HCI 0.1 N. Bufer de fosfatos | 19.47 - 51.94 25.96 — 46.63 222, 220, 219,
pH 8.7 218, 217, 216,
215, 214, 213,
212, 211, 210,
208, 203, 202.
Metformina Bufer de | Bdfer de fosfatos | 13.97 - 37.27 15.93 - 37.19 229,228,227,226,
pKal Fosfatos pH 2.7 225,223,220.
Metformina pH7.11 Bufer de fosfatos 15.99 - 31.99 240, 235, 230,
pKa 2 pH 11.97 225, 220, 215,
210, 205, 202.
Metilparabeno Na OH 0.1 N. Bufer de fosfatos | 10.48 - 26.2 10.48 - 26.20 295, 290, 280,
pH 8.0 275, 270, 265,
260, 258.
HCIl 0.1 N. 13.36 - 24.04 270, 265, 260,
258, 255, 250,
245,215,
210, 205,200.
Loratadina HCI 0.1 N. Bufer de fosfatos | 11.1-22.2 14.28 - 21.42 220,218,214,210,

pH 4.7

208,206,204,201,
200.
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ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion se mostrard un ejemplo de la determinacién del pKa a partir de los
resultados obtenidos en el espectro de absorcién. Sin embargo sélo se mostrard la
determinacion del pka del acetaminofén, los demas resultados se sintetizaran en tablas
para agilizar la informacion debido a que el procedimiento es repetitivo; no obstante en el

apartado de anexos se encontrara toda la informacion.

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ DEL ACETAMINOFEN
(MOLECULA MONOPROTICA)

1. El primer paso es observar la estructura molecular e identificar su naturaleza quimica.

HO
O

M

N~ “CH,
H

Naturaleza Quimica: Acido
Especie Quimica Cuantificada: Basica
Metodologia del Analisis de Datos de la Calibracion.
Al obtener los espectros de absorcion en HCI 0.1 N. y en NaOH 0.1 N. a una
concentracion de 39 mcg/mL a una longitud de onda de 200 a 400 nm. Elegir de 8 a 10

longitudes de onda considerando puntos maximos, minimos, puntos de inflexion, mesetas,

como se muestra en el siguiente gréfico.
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Espectros de Absorcién en diferentes medios de

disolucioén

ABSORBANCIA

¥

¥ Longitudes de onda
seleccionadas.

X

300

400

LONGITUD DE ONDA nm.

500

—e— Barrido en
Medio Basico
(NAOHO0.1 N.)

—=— Barrido en
Medio Acido
(HCI 0.1 N.)

Gréfico 1: Selecciéon de las longitudes de onda del acetaminofén, en espectros de absorcion con diferente

medio de disolucion.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las absorbancias a diferentes

longitudes de onda, con sus respectivas concentraciones.

TABLA 6: Muestra las absorbancias y concentraciones de la calibracion del acetaminofén en NaOH 01 N.

CALIBRACION DE ACETAMINOFEN EN NaOH 0.1 N.

ABS(260) | ABS(258) | ABS(257) | ABS(256) | ABS(255) | ABS(253) | ABS(251) | ABS(250)

Concentracion

7.81 0.5209 0.528 0.5283 0.5273 0.5252 0.5194 0.5116 0.5063
7.81 0.53 0.5369 0.5375 0.5369 0.5353 0.5295 0.5192 0.5132
7.81 0.5496 0.5578 0.5593 0.5594 0.5582 0.5523 0.5423 0.5362
15.62 1.046 1.0574 1.0588 1.0579 1.0549 1.0427 1.0227 1.0099
15.62 1.0539 1.0653 1.0668 1.0654 1.062 1.0497 1.0295 1.0165
15.62 1.054 1.0661 1.068 1.0672 1.0638 1.0517 1.0309 1.0176
23.43 1.5675 1.5843 1.5863 1.5847 1.5796 1.5616 1.531 1.5118
23.43 1.578 1.5932 1.5958 1.5948 1.5898 1.5713 1.5405 1.5206
23.43 1.5958 1.6121 1.6145 1.6129 1.6086 1.5904 1.5596 1.5401
31.24 2.078 2.0996 2.102 21 2.094 2.0704 2.0299 2.0037
31.24 2.0823 2.1038 2.1069 2.1055 2.0996 2.0766 2.0364 2.0104
31.24 2.0897 2.1116 2.1155 2.115 2.1088 2.0848 2.0444 2.0189
39.05 2.5497 2.5751 2.5782 2.5766 2.569 2.5409 2.4927 2.4616
39.05 2.5572 2.5821 2.5847 2.5823 2.5743 2.5444 2.4951 2.4624
39.05 2.5791 2.6062 2.6098 2.608 2.5082 2.5687 2.5191 2.4872
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El andlisis con MCP comienza a partir de aqui. Al ingresar los valores de la tabla anterior el

programa de MCP (ISHEJA) realiza un analisis estadistico a la calibracion. SCERP (Suma de

los cuadrados de los errores de prediccion), en el cual se elige en numero de factor optimo.

Dicho factor se elige cuando se aprecia en la grafica de SCERP un cambio considerable en la

tendencia. En la tabla se observan los valores de SCERP y enseguida su gréfico.

Tabla 7: Valores de la suma de cuadrado de los errores de prediccion (SCERP)

Para la calibracion de Acetaminofén en NaOH 0.1 N.

PRESS ACETAMINOFEN (NaOH 0.1 N.)
H1 1.03E+00
H?2 6.49E-01
H3 5.14E-01
H4 4.24E-01
H5 1.90E-01
H6 1.29E-01
H7 9.87E-02
H8 9.80E-02
H9 9.75E-02
H 10 8.83E-02
H11 8.39E-02
H12 8.26E-02
H13 8.08E-02
H14 7.70E-02
H15 7.66E-02
H 16 7.62E-02
H17 7.32E-02
H 18 7.04E-02
H19 5.99E-02
H20 4.68E-02

1.20E+00

PRESS DEL ACETAMINOFEN
GRAFICO DEL SCERP DEL
ACETAMINOFEN EN NAOH 0.1 N.

1.00E+00 |
8.00E-01 L.
Factor optimo
6.00E-01-
4.00E-01 Vg
2.00E-01
0.00E+00 : : MAAS e .
0 5 10 15 20

H

Grafico2: Resultados de SCERP de la calibracién

Acetaminofén en Medio Basico.
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Tabla 8: Resultados de Muestras desechables para la calibracion de acetaminofén en NaOH 0.1 N.

Muestras Acetaminofen
desechables | NaOH
Factor H5

CONC. 1 3.09%
CONC. 2 1.19%
CONC. 3 1.71%
CONC. 4 -0.06%
CONC. 5 -1.59%
CONC. 6 -1.16%
CONC. 7 -0.20%
CONC. 8 1.89%
CONC. 9 0.79%
CONC. 10 0.52%
CONC. 11 0.49%
CONC. 12 -0.99%
CONC. 13 -1.13%
CONC. 14 -0.53%
CONC. 15 1.27%

La tabla anterior es emitida por el programa de MCP y nos indica las absorbancias de esas
muestras que no son adecuadas para modelo lineal; por lo cual MCP las deshecha. Las
muestras desechables fueron identificadas como las que presentan desviaciones mayores al

2.0% como esta indicado en la tabla.

Tabla 9: Resultados estadisticos de la calibracién de acetaminofén en NA OH 0.1 N.

REGRESION Acetaminofén
Factor H 3

PROMEDIO 1.0003
DESVEST 0.00476

C.V. } 0.47599
INTERCEPTO 0.00126
PENDIENTE 0.99995
COEFICIENTE 0.9999

DE

CORRELACION
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El programa de MCP también proporciona el andlisis estadistico general de la calibracion, como

se muestra en la tabla anterior.

45

40
35 4
Concentracion 30 |
Estimada 25 y:o_:? 33.2235 o
(Mcg/mL) 20 |
5
~
5
0 T T T T 3
0 10 20 30 40 50

CONCENTRACION REAL (mcg/mL’

Gréfico 3: Grafico de la validacion cruzada entre la concentracion real y la concentracion estimada.

A cada una de las calibraciones de las diversas sustancias se le realizé una validacion cruzada

como se muestra en la gréafica anterior.

PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE _DATOS DE LAS MUESTRAS vy
DETERMINACION DEL pKa

Como ya se mencion0 en la parte experimental, para determinar el pKa, las muestras se
utilizé una soluciéon amortiguadora. En el caso del acetaminofén fue un bufer de boratos a un
pH de 9.44. Las absorbancias que se muestran en la siguiente tabla son ingresadas en el
programa de MCP (ISHEJA) en el apartado de prediccion, en el cual realiza la estimacion de la
concentracion de la especie quimica predominante en las soluciones de la calibracién. En la

tabla 10 se muestran las estimaciones para las soluciones de acetaminofén.
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Tabla 10: Valores de absorbancias, concentraciones y pH de las muestras de acetaminofén en bufer de boratos pH
9.44,

MUESTRAS DE ACETAMINOFEN EN BUFER DE BORATOS Ph 9.44

ABS ABS ABS ABS ABS ABS ABS ABS

(260) (258) (257) (256) (255) (253) (251) (250)
pH Concentracién
9.41 11.77 0.639 0.6862 0.7082 0.7294 0.7497 0.786 0.8149 0.826
9.39 17.66 0.9375 1.0069 1.0389 1.0704 1.0998 1.153 1.1954 1.2114
9.38 17.66 0.9223 0.9907 1.0224 1.0532 1.083 1.1356 1.1774 1.1932
9.38 23.55 1.2272 1.3185 1.3606 1.4014 1.4406 1.5111 1.5665 1.588
9.38 23.55 1.2227 1.3137 1.3557 1.3963 1.4353 1.5052 1.5606 1.5814
9.38 29.44 1.5023 1.6143 1.6655 1.7157 1.7635 1.849 1.9172 1.9431
9.38 35.33 1.8742 2.0098 2.0718 2.1326 2.1901 2.2942 2.3765 2.4079
9.38 35.33 1.8573 2.0076 2.0788 2.1389 2.1964 2.2995 2.3709 24714
9.38 35.33 1.8584 2.0056 2.0754 2.1321 2.1913 2.2925 2.3719 24741

Tabla 11: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido en un medio de disoluciéon de Bufer de boratos pH
9.44, por el método de MCP.

Concentraciones
Predictivas.

Determinacion del pKa
pH Concentracién [A] [HA] LOG [A)/ [HA] pKa= pH - LOG [A)/ [HA]
9.41 11.77 7.5999 4.1701 0.2606 9.15
9.39 17.66 11.6692 5.9908 0.2895 9.10
9.38 17.66 11.0982 6.5618 0.2282 9.16
9.38 23.55 14.7448 8.8052 0.2239 9.16
9.38 23.55 14.7028 8.8472 0.2206 9.16
9.38 29.44 18.4647 10.975 0.2259 9.16
9.38 35.33 23.4586 11.871 0.2958 9.09
9.38 35.33 23.4186 11.911 0.2935 9.09
9.38 35.33 23.3586 11.971 0.2903 9.09

PROMEDIO 9.13
DESVEST 0.03
C.V. 0.37

En la tabla anterior se encuentra el valor de pH de cada una de las muestras, asi como la
concentracion total de la sustancia, posteriormente en donde dice concentraciones predictivas,
el programa de MCP estim0 la concentracion de la especie de la calibracion y la otra se calculd
por diferencia con la concentracion real. Y finalmente en la Gltima columna se expresa el valor

de pKa experimental obtenido mediante la ecuacion de  Henderson — Hasselbach.
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En la siguiente tabla se expresan los resultados obtenidos mediante la herramienta solver de
Excel para determinar el valor de pKa. Se utilizo esta otra forma de estimar el pKa para

corroborar de dos maneras el valor estimado de la constante de disociacién acida.

Tabla 12: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido en un medio de disolucién de Bufer de boratos pH

9.44 con solver (Excel).

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: BASICA

pKa(1) 9.642950457

ACETAMINOFEN

CT pH | CONCENTRACION | FRACCION | FRACCION DESV DESV. CUAD | %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA

11.77 9.41 | 7.5999 0.6457 0.6310 -0.015 0.0002 -2.28%

17.66 9.39 | 11.6692 0.6608 0.6416 -0.019 0.0003 -2.90%

17.66 938 | 11.0982 0.6284 0.6469 0.0185 0.0003 2.94%

23.55 9.38 | 14.7448 0.6261 0.6469 0.0208 0.0004 3.32%

2355 9.38 | 14.7028 0.6243 0.6469 0.0226 0.0005 3.62%

29.44 9.38 | 18.4647 0.6272 0.6469 0.0197 0.0003 3.14%

35.33 9.38 | 23.4586 0.6640 0.6469 -0.0170 0.0002 2.57%

35.33 938 | 23.4186 0.6629 0.6469 -0.0160 0.0002 2.41%

35.33 9.38 | 23.3586 0.6611 0.6469 -0.0142 0.0002 2.16%

Debido a que el procedimiento es repetitivo para la determinacion del pKa para cada
sustancia, se decidié resumir la informacién en la siguiente tabla. Sin embargo los

procedimientos del analisis de datos de cada sustancia se encuentran en los anexos.
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Tabla 13: Muestra los resultados de la determinacién de las sustancias seleccionadas para la determinacién del pKa.

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ

NOMBRE
DEL ANALITO (Medio de
Calibracion)

ACETAMINOFEN
NaOH 0.1 N.

ACETAMINOFEN
(HC10.1 N.

CLORFENAMINA
HCI 0.1 N.

DEXTROMETORFANO
HCI 0.1 N.

T
METFORMINA PKA1
Bufer de Fosfatos pH 7.11

METFORMINA
PKA 2
Bufer de Fosfatos pH 7.11

METILPARABENO
HCI 0.1 N.

METILPARABENO
Na OH 0.1 N.

2], €:
Teodrico

PKA EXPERIMENTAL

MCP
(Medio de Disolucion)

9.12 + 0.050
(Bufer de Fosfatos pH
8.7)

CRAES Y
(Bufer de Fosfatos pH
8.7)

9.556+ 0.033
{(Bufer de fosfatos pH
9.10)

8.65+ 0.1
( Bufer de Fosfatos pH
8.0)

8

3.14 + 0.054
(Bufer de Fosfatos pH
2.7)

12.66 = 0.175
(Bufer de Fosfatos
11.97)

8.562+0.11
(Bufer de Fosfatos pH
8.0)

8.8+ 0.083
(Bufer de Fosfatos Ph
8.0)

SOLVER

9.64

En la tabla anterior se presentan los resultados de los pKa’s obtenidos. Cabe
mencionar que los pKa's de las sustancias ya se encuentran reportados y fueron los
valores que se tomaron como referencia para tener un indicador del éxito o el fracaso del
procedimiento analitico y evaluar su aplicabilidad para determinar el pKa a sustancias, cuyo
valor se desconozca. Es por ello que se utilizaron sustancias de diferente naturaleza
Quimica. Es importante mencionar que en este trabajo la mayor parte de las sustancias

fueron monoproticas; sin embargo existe una diprotica, Metformina. Con ella, debido a que
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sus valores de pKa son muy diferentes, se trabajo como si fueran dos moléculas

monoproticas.

El acetaminofén fue la primera sustancia a la que se le determiné su valor de pKa experimental.
El valor estimado fue de 9.8 con una desviacion estandar + 0.05 de por el programa de MCP y
de 9.84 con el programa de Solver, ambos en una calibracion acida. En una calibracion basica
el valor de pKa obtenido por el programa de MCP es de 9.12 con una desviacion estandar de +
0.034 vy por el programa de solver es de 9.64, el valor reportado por la literatura es de 9.5. El
valor de pKa experimental de la clorfenamina es de 9.55 con una desviacién estandar de *
0.033, el obtenido por solver es de 9.54, el valor reportado por la literatura es de 9.13. El valor
reportado por la literatura para el Dextrometorfano es de 8.3, el experimental por el programa
MCP es de 8.65 con una desviacion estandar de + 0.11, y el valor obtenido por solver es de
8.64. La metformina tiene dos valores reportados por la literatura, el primero es de 3.8 y el
segundo de 12. Los obtenidos experimentales son los siguientes: pKa; por el programa de MCP
3.34 £ 0.054, y por solver 3.34, Los valores de pKa,: Por el programa de MCP es de 12.66 +
0.176 y por solver de 12.69. En el caso del metilparabeno debido sus propiedades de solubilidad
se realiz6 una calibracidon en medio acido y otra en medio basico, el valor de pKa experimental
(medio acido) por MCP es de 8.52 + 0.11 y por solver de 8.87. El valor experimental de pKa
(medio basico) por MCP es de 8.8 + 0.83 y por solver es de 8.51; siendo de 8.4 el valor
reportado por la literatura.

Los resultados obtenidos entre el programa de Minimos Cuadrados Parciales y los obtenidos
por solver, no presentan una diferencia significativa entre si.; por lo cual se corrobora el
resultado obtenido por el programa de MCP. Cabe mencionar que los valores de pKa
experimentales son aproximados a los reportados por la literatura; situacién que nos indica que
nuestro procedimiento es el adecuado para realizar la determinacién de la constante &cida de
sustancias monoproticas. En el transcurso del trabajo se observd que la pureza de la sustancia
y del medio de disolucion, influyen en los resultados finales como fue en el caso de los
resultados del acetaminofén, clorfenamina y el dextrometorfano que se encuentran variaciones,
ademas de que no se controlo la fuerza idnica y esta también afiade variacion. También pueden
existir variaciones si se utiliza un bufer que no se encuentre en su mayor fuerza amortiguadora,
por el pH utilizado como medio de disoluciébn, como ocurrio en el caso del pKa; de la
metformina, ya que el bufer de fosfatos a un pH de 2.7 no se encontraba en su mayor fuerza; sin

embargo muy a pesar de que se realizaron este tipo de pruebas al procedimiento los valores
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son muy cercanos a los reportados por la literatura y estos  varian de 0.1 — 0.5 en valor de
pKa. Por lo cual se puede decir que la metodologia propuesta en este trabajo es util para

realizar la determinacion de la constante de acidez de una manera rapida y confiable.

Para comprobar la efectividad del procedimiento se planted un experimento simple a ciegas. En
dicho experimento el analista Unicamente sabia la estructura y el peso molecular de sustancia
y a partir de esos dos datos se determind el valor de pKa siguiendo el procedimiento ya
planteado para las otras sustancias. En estos casos lo primero que se realiz6 fu identificar la
naturaleza quimica (Base), posteriormente elegir el medio de disolucién de la calibracion (HCI
0.1 N.) y el medio de disolucion de las muestras. Lo interesante fue en este punto y la pregunta
era ¢cual es el Bufer que se debe utilizar y a que valor de pH? Con las sustancias anteriores se
conocia en valor de pKa teérico y con ello se elegia un valor de pH cercano al valor de pKa. En
este experimento no se tenia ese dato; por lo cual se decidié partir de un pH neutro y de ahi
mover el valor de pH £ 1, al observar valores ilégicos a un pH de 7 y 8, se decidi6 trabajar con
un bufer de pH 6 y otro de 4.7, con el Ultimo se observé que era el pH adecuado, con lo cual se
realizaron repeticiones para corroborar el resultado, finalmente el valor experimental que se
report6 fue de 5.08 + 0.12, Una vez encontrado el valor de pKa se revel6 la identidad de la
sustancia, fue la loratadina, como se muestra en la tabla 2. Cabe mencionar que en este
experimento se trabajé con una sustancia USP (estandar primario), cuyo valor reportado en la

literatura es de 5.0.

Tabla 14: Muestra los resultados estadisticos de cada una de las calibraciones.

RESULTADOS ESTADISTICOS DE LAS CALIBRACIONES
Metformina
Bufer de
Acetaminofén Acetaminofén Clorfenamina HCI Fosfatos pH
Regresién Na OH 0.1 N. HCI 0.1 N. 0.1 N. 7.11
No. De Factor (H) H3 H3 H2 H2
Promedio 1.003 1.0004 1.0001 1.0001
Desviacién 0.00476 0.01405 0.00531 0.00772
Estandar
Coeficiente 0.47599 1.40462 0.5308 0.77152
de variacion
Intercepto 0.00126 0.04475 0.00959 0.01097
Pendiente 0.99995 0.99793 0.99973 0.99957
Coeficiente de
correlacién 0.9999 0.99793 0.99973 0.99957
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Tabla 15: Muestra los resultados estadisticos de cada una de las calibraciones.

RESULTADOS ESTADISTICOS DE LAS CALIBRACIONES
Metilparabeno Metilparabeno Dextrometorfano HCI Loratadina HCI
Regresion HCI 0.1 N. NaOH 0.1 N. 0.1 N. 0.1 N.
No. De Factor
(H)
MCP (PRESS) H4 H2 H3 H3
Promedio 1 0.9995 0.9998 1
Desviacién
Estandar 0.00225 0.01739 0.00905 0.00885
Coeficiente de
variacion 0.22482 1.73965 0.90528 0.88492
Intercepto 0.00183 0.04676 0.06299 0.02523
Pendiente 0.99991 0.99725 0.99879 0.99848
Coeficiente de
correlacion 0.99991 0.99725 0.99879 0.99848

De acuerdo a las tablas 14 y 15 se demuestra que todas las calibraciones cumplen con un
modelo lineal con un intercepto cercano a 0 y un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.99;
por lo cual se puede decir que los resultados ya mencionados en las determinaciones del pKa
son confiables.

Con este trabajo se enfatiza la capacidad del método de Minimos cuadrados parciales para
cuantificar especies quimicas, es decir sustancias que difieren en su estructura por tan solo la
presencia de un protdn pero cuya diferencia en sus espectros de absorcion, permiten obtener
respuestas analiticas utilizables en su cuantificacion. Asi se tiene un procedimiento para
estimar constantes de acidez, como opcion diferente a los métodos ya existentes, y cuyo

método lo pueden utilizar Quimicos que no sean expertos determinando constantes de acidez.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES:

» Se desarroll6 un método analitico espectofotometrico, utilizando el algoritmo
de minimos cuadrados parciales, para estimar la concentracion de una
especie quimica del par conjugado de cinco sustancias monopréticas:
clorfenamina, dextrometorfano, acetaminofén, metformina y la loratadina para

estimar su constante de acidez de una manera rapida, ecomica y confiable.

» Se disefidé un procedimiento experimental que parte de conocer la estructura,
naturaleza quimica y espectros de absorcion de una sustancia para elegir el
medio disolucién de para elaborar una calibracion y estimar la concentracion de

una de las especies quimicas de muestras, para determinar el valor de pKa.

> Se determino el pKa de cinco sustancias, el pKaey, del acetaminofén en una
calibracién en HCI fue de 9.8 con un CV. 0.5 %, y en una calibracién con Na
OH fue de 9.12 con un CV. de 0.34%. El pKae, de la clorfenamina fue de 9.55
con un CV de 0.33%. El dextrometorfano presenté un pKa., de 8.65 con un
CV de 1.27 %. El pKayeyp de la Metformina fue de 3.14 con un CV de 1.72%.
El segundo pKae,, de la metformina fue de 12.66 con un CV de 1.38 %. El
metilparabeno en un medio acido presento un pKaey, de 8.88 con un CV de
0.93 % ,en un medio basico fue de 8.8 con un CV de 1.29 %. Con los
resultados anteriores se demuestra que el método es reproducible y respeta en
mismo fundamento en todos los casos; ademas que todos los resultaos de los
pKa’sey, presenta un CV menor al 2% con lo cual se demuestra a confiabilidad

del procedimiento.

> Se determino el pKae, de la loratadina con una pureza de 100% (sustancia
monoproticas) USP, en un experimento simple ciego, obteniendo un pKa e,
de 5.08 con un CV de 1.86, cuando el valor de referencia indicado por la
literatura es de 5.0. Con ello se cree que este procedimiento podria ser

utilizado para la determinacion de pka's desconocidos.
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ANEXOS

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL MALEATO DE CLORFENAMINA

Nombre Quimico: y-(4-Chlorofenil)-N,N-dimetil-2—pyridinepropanamine.
Sinonimos: Clorfeniramina.

Estructura Quimica:

CHs Cl

.fN

H;C

\__/

Formula Condensada: Ci5H19Cl N»,C4H4O,
Masa Molecular: 390.9 g./mol.

Apariencia: Cristales Blancos.

Naturaleza Quimica: Base.

Constante de Disociacion: pKa 9.13 (25°).
Solubilidad:

SOLVENTE CANTIDAD

Agua lenll
Etanol len?2
Cloroformo lenl7

Eter 1 en 2500




ANEXOS

ESPECTROS DE ABSORCION DE LA CLORFENAMINA EN
2.5 1 MEDIOS DE DISOLUCION 35 mcg / ml.
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Gréfico 4: Muestra los espectros de absorcion de la clorfenamina a diferentes medios de disolucion.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La Clorfenamina es un farmaco antihistaminico. Los antagonistas de H1 inhiben gran
parte de los efectos de la histamina en los masculos, estos antagonistas generalmente
bloguean con gran fuerza el incremento de la permeabilidad capilar y la formacion de
edema y papula desencadenados por la histamina. Controla las reacciones de
hipersensibilidad inmediata: anafilaxia y alergia. Estimula y deprime al sistema
nervioso central. Inhiben respuestas a la acetilcolina que son mediadas por receptores

muscarinicos.

La Clorfenamina compite con la histamina por los sitios receptores H1 en células
efectoras. Evita pero no anula, las respuestas mediadas por histaminas. La
Clorfenamina se absorbe adecuadamente en vias gastrointestinales. Después de la
administracion de la formulacion oral en jarabe, la concentracion sérica en pico en un
rango de 2.5 a 6 horas. La biodisponibilidad para la Clorfenamina es mas o menos
0.34. En varios estudios el volumen de distribucion ha variado de 4.3 a 7.0 I/kg en
nifos y de 5.9 a 11.7 I/kg en adultos. El farmaco se metaboliza en gran parte en las
células de la mucosa gastrointestinal y en el higado. En humanos Clorfenamina es
N-desalquilada a desmetilclorfeniramina y didesmetilclorfeniramina.  Ambos
metabolitos alquilados han sido detectados y medidos en plasma y/u orina. Después
de la dosis Unica oral estos metabolitos no fueron siempre detectados en plasma.
Cuando fueron administrados 6 mg de Clorfenamina cada 12 horas en 9 dosis a dos

sujetos, la concentracion en estado estable en plasma de desmetilclorfenamina fue 7.6

Mo/l
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA LORATADINA

Nombre Quimico: 4-(8-Cloro-5,6—dihidro—-11H-benzo [5,6] ciclohepta [1,2-b]
piridina—11-ylidene)-1—piperidinacarboxilico acido etil Ester.

oﬁ/~:JH\W,,1::|-|3
N

Estructura Quimica:

cl \/

Formula Condensada : C,,H,3Cl N,O»
Masa Molecular: 382.9 g./mol.
Apariencia: Cristales Blancos

Punto de Fusion: 134 — 136 °C
Naturaleza Quimica: Base

Constante de Disociacion: pKa 5.0.

Solubilidad:

SOLVENTE CANTIDAD

Agua Insoluble

Etanol 1len 10
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ESPECTRO ULTRAVIOLETA

ESPECTRO DE ABSORCION DE LA LORATADIA EN HCI O.1 N.

(40 mcg/ml.)
2
15
Absorbancia 1
0.5

0 - \ \

200 250 300 350 400
nm.

Grafico 5: Muestra el espectro de absorcién de la Loratadina.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS:

La Loratadina es un farmaco antihistaminico. Los antagonistas de H1 inhiben gran
parte de los efectos de la histamina en los musculos, estos antagonistas generalmente
bloguean con gran fuerza el incremento de la permeabilidad capilar y la formacion de
edema y papula desencadenados por la histamina. Controla las reacciones de
hipersensibilidad inmediata: anafilaxia y alergia. Estimula y deprime al sistema
nervioso central. Inhiben respuestas a la acetilcolina que son mediadas por receptores

muscarinicos.

El alimento no afecta al farmaco principal y al metabolismo de las concentraciones
pico de plasma (Cméx) para ninguna de las tabletas estandar de loratadina. Union
total de proteinas 97%. La descarboetoxiloratadina tiene de 73 a 77% de unién de
proteina. Otros sitios de distribucion ni la loratadina ni su metabolismo descarboetoxi

de buena gana atraviesan la barrera de sangre/cerebro.

La loratadina se une preferencialmente hacia el sistema nervioso periférico que a los
receptores de histamina-1 del sistema nervioso central. Periodo de distribucion de 1 a
2 horas, la loratadina y su metabolismo activo demuestran un modelo difasico de
eliminacion volumen de distribucion, los estudios han mostrado una variabilidad

considerable en los datos farmacocinéticas.

Siguiendo la administracion oral, la loratadina esta sujeta al extenso primer paso del
metabolismo en el higado hacia un metabolismo activo, descarboetoxiloratadina (SCH
34117), el cual es cerca de 4 veces mas potente que el componente principal. El
metabolismo activo esta conjugado para activar los componentes. La excrecion en la

leche materna se desconoce.
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La loratadina y descarboetoxiloratadina pasan libremente a la leche materna
alcanzando concentraciones que son equivalentes a los niveles de plasma. Los
estudios de lactacion han determinado que la dosis recibida por un infante

amamantado (4 kilos) seria de 0.46% de la dosis dada a la madre, lo cual es

considerado improbable que posea un riesgo para el infante.

Sin embargo, muchos estudios estan investigando dosis multiples de loratadina

durante el periodo de lactancia.
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL DEXTROMETORFANO

Nombre Quimico: D-(+)-3-metoxi-17-metil- (9a, 13a, 14a)-morfinano
Sinénimos: Metorfan

Estructura Quimica:

HsCO

NCH;

Formula Condensada : C1gH»sNO

Masa Molecular: 271.4 g./mol.

Apariencia: Cristales blancos o ligeramente amarillos
Punto de Fusion: 169 - 170.5 °C

Naturaleza Quimica: Base

Constante de Disociacion: pKa 8.3.

Solubilidad: Soluble en cloroformo, insoluble en agua.

SOLVENTE SOLUBILIDAD

Agua Insoluble

Cloroformo Poco Soluble




ANEXOS

ESPECTROS DE ABSORCION DEL DEXTROMETORFANO EN
DIFERENTES MEDIOS DE DISOLUCION
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Gréfico 6: Muestra los espectros de absorcion del Dextrometorfano en diferentes medios de disolucion.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS:

El dextrometorfano es un antitusigeno de accién central, aumentando el umbral del
reflejo de la tos (interaccién con receptores opiaceos no uno k), tiene una potencia
similar a la codeina en contra de la tos, sin los efectos colaterales de somnolencia,

trastornos digestivos y adiccion.

A dosis altas puede causar depresion respiratoria, su vida media es de 4 a 6 horas, el
sitio de accion es el SNC, llegando a pasar pequefias cantidades por la barrera
hematoencefélica, sufre una N-desmetilacion en el higado, se excreta principalmente

en la orina y s6lo 10% en forma metabolizada.

Su accion principal es la de reducir la viscosidad del moco, humectédndolo para que

sea mas facil su eliminacion.
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL PARACETAMOL

Nomenclatura IUPAC: N — (4 — HIDROXIFENIL) ETANAMIDA

Sinénimos: Acetaminofen

Estructura Quimica:

HO
9]
M
N CHj5
H
Formula Condensada: CgHgNO,
Masa Molecular: 151.2 g. /mol.
Apariencia: Cristales blancos
Punto de Fusioén: 169 -170.5 °C
Naturaleza Quimica: Acido
Constante de Disociacién: pKa 9.5 (25°).
Solubilidad:
SOLVENTE SOLUBILIDAD
Agua Muy soluble
Etanol Soluble
Metanol Soluble
Acetona Soluble
Cloroformo Poco Soluble
Eter Poco Soluble
Eter de | Poco Soluble
Petroleo
Benceno Poco Soluble
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ESPECTROS DE ABSORCION DEL ACETAMINOFEN EN MEDIOS DE
DISOLUCION A 39 mcg/ml.
3.5 A
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Gréfico 7: Muestra los espectros de absorcion del paracetamol en diferentes medios de disolucién.

PROPIEDADES FARMACOL OGICAS:

El acetaminofen genera efectos analgésicos y antipiréticos tiene efectos
antiinflamatorios débiles y se piensa que en general tiene poca capacidad para inhibir
la accién de la COX si existen altas concentraciones de perdxidos como se detectan

en los sitios de inflamacién

El paracetamol ejerce su accién analgésica elevando el umbral del dolor en el SNC
periférico, normaliza la hipertermia al actuar sobre el centro hipotalamico responsable
de regular la temperatura corporal. ElI paracetamol es tan eficaz como el acido
acetilsalicilico en su accién analgésica y antipirética, pero sin las reacciones adversas

caracteristicas de los salicilatos.

El paracetamol se absorbe rdpidamente en el tracto gastrointestinal, empezando su
accion analgésica entre los 15 y 30 minutos después de su ingestion, se metaboliza en
el higado por accion de las enzimas microsomales hepéticas. El nivel plasmaético
maximo se alcanza en aproximadamente 60 minutos. Se distribuye uniformemente en
los liquidos corporales de todos los tejidos, con excepcion del adiposo. Se elimina por
via renal como metabolitos conjugados; el 3% de la dosis puede excretarse sin

alteracion.

La vida media plasmatica del paracetamol es de 2 horas aproximadamente, su union a

proteinas del plasma oscila entre 25 al 50%.
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL METILPARABENO

Nombre Quimico:
Sinénimos: Metil — 4- Hidroxibenzoato

Estructura Quimica:

OCH,

HO

Formula Condensada: CgH;NaO;
Masa Molecular: 174.1g./mol.
Apariencia: Cristales blancos
Punto de Fusion: 131°C
Naturaleza Quimica: Acido

Constante de Disociacién: pKa 8.4 (22°).

Solubilidad:
SOLVENTE SOLUBILIDAD
Agua 1 en 400
Etanol len35
Cloroformo len40
Eter len10
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ESPECTRO ULTRAVIOLETA

METILPARABENO EN DIFERENTES MEDIOS DE DISOLUCION
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Gréfico 8: Muestra los espectros de absorcion del metilpabeno a diferentes medios de disolucion.

PROPIEDADES:

El Metilparabeno es un conservador. Se definen como conservadores a las
sustancias quimicas que al ser afiadidas intencionalmente a un medicamento,
alimento o cosmético tienden a prevenir o retardar el deterioro causado por

microorganismos.

Es un nombre genérico dado a los alquiolésteres de acido parahidroxibenzoico,
relacionados estructuralmente al acido benzoico. La accién antimicrobiana de los
parabenos fue descubierta en 1924. Estos son versatiles en su uso. Ademas, las
moléculas se mantienen activas en un amplio rango de pH. La accién
antimicrobiana es directamente proporcional a la longitud de la cadena, pero la

solubilidad decrece al aumentar ésta.

Por otro lado, se ha demostrado que pueden ser inhibidores del Cl. Botulinum asi
como inhibir la formacién de su toxina. Generalmente los parabenos son mas
activos contra levaduras y hongos y menos efectivos contra bacterias Gram
negativas. La concentracion normal de uso es de 0,1%. Sin embargo, esta
concentracion también puede ejercer un efecto de anestesia local. Adicionalmente

se puede considerar como vasodilatadores y espasmoliticos.
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ANEXOS

PROCEDIMIENTOS PARTICULARES

PROCEDIMIENTOS PARA LA ELABORACION DE LAS CALIBRACIONES.

2.1 Calibracion del Acetaminofén en HCI 0.1 N.

2.1.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con

agua desionizada.

2.1.2 Asegurarse de que todo el material de vidrio este perfectamente seco.

2.1.3 Pesar en forma aproximadamente exacto 43.2 mg de Acetaminofen en un
pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

2.1.4 Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

2.1.5 Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N vy agitar hasta disolucion completamente.

2.1.6 Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de HCI 0.1 N.

2.1.7 Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N. (108.16 mcg/ml.)

2.1.8 Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

2.1.9 Enjuagar con la sol stock una pipeta volumétrica de 3, 4,5, 6, y 7ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

2.1.10 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 3 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con HCI 0.1 N.
(12.97mcg/ml). Sol A.

2.1.11 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(17.30 mcg/ml) sol. B

2.1.12 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(21.63 mcg/ml) sol. C

2.1.13 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(25.95 mcg/ml) sol. D

2.1.14 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(30.28 mcg/ml) sol. E
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2.1.15 Leer en el espectrofotbmetro a las siguientes longitudes de onda: 255, 250,
245, 240, 235, 230, 225,220.

2.2 Elaboracién de la calibracién del Bromhidrato de Dextrometorfano.

2.2.2 Lavar y secar perfectamente todo el material de cristaleria que se va a
utilizar.

2.2.3 Realizar una simulacion con los célculos pertinentes para la calibracion. A
partir del siguiente paso servird como ejemplo el procedimiento de la
calibracion del Bromhidrato de Dextrometorfano.

2.2.4 Pesar en forma aproximadamente exacta 42.2 mg del Bromhidrato de
dextrometorfano (94.65 %) en una balanza analitica apropiada.

2.2.5 Vertir en un matraz volumétrico de 200 ml.

2.2.6 Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N vy agitar hasta disolucion completamente.

2.2.7 Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N.

2.2.8 Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

2.2.9 Enjuagar con la sol stock una pipeta volumétrica de 4, 5, 6, 7,8 y 9ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado

2.2.10 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con HCI 0.1 N.
(31.95 mcg/ml). Sol A.

2.2.11 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(39.94 mcg/ml) sol. B

2.2.12 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(47.93 mcg/ml) sol. C

2.2.13 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(55.91 mcg/ml) sol. D

2.2.14 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(63.90 mcg/ml) sol. E

2.2.15 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y verterlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(71.89 mcg/ml) sol. F
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2.2.16 Leer en el espectrofotbmetro a las siguientes absorbancias

229,228,227,225,222,220,218,215,213,212,211,210,209,208,201, 200.

2.3 Calibracion del Maleato de Clorfenamina.

2.3.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con

agua desionizada.

2.3.2

2.3.3

2.3.4
2.35
2.3.6

2.3.7

Pesar en forma aproximadamente exacto 32.20 mg del Maleato de
Clorfenamina de pureza 100.82 % en un pesador de vidrio en una balanza
analitica apropiada.

Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N vy agitar hasta disolucién completamente.
Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de HCI 0.1 N.

Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N. ( 162.32 mcg/ml.) solucién stock

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

2.3.8

2.3.9

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 3 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con HCI 0.1 N.
(19.47 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(25.97 mcg/ml) sol. B

2.3.10 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en

un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(32.46 mcg/ml) sol. C

2.3.11 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en

un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(38.95 mcg/ml) sol. D

2.3.12 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en

un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(45.44 mcg/ml) sol. E

2.3.13 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en

un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(51.94 mcg/ml) sol. E
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2.3.14 Leer en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda:
222,220,219,218,217,216,215,214,213,212,211,210,208,203,202.

2.4 Calibracion de la Metformina.

2.4.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con

agua des ionizada.

2.4.2 Pesar en forma aproximadamente exacto 23.39 mg de Metformina
(99.13 %) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

2.4.3 Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

2.4.4 Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N vy agitar hasta disolucion completamente.

2.4.5 Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de HCI 0.1 N.

2.4.6 Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N. ( 116.47 mcg/ml.) solucién stock

2.4.7 Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

2.4.8 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 3 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con HCI 0.1 N.
(13.97 mcg/ml). Sol A.

2.4.9 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(18.62 mcg/ml) sol. B

2.4.10 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(23.29 mcg/ml) sol. C

2.4.11 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(27.95 mcg/ml) sol. D

2.4.12 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(32.61 mcg/ml) sol. E

2.4.13 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(37.27 mcg/ml) sol. E
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2.4.14 Leer en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda:
240,235,230,228,227,226,225,223,220,215210,205,202.

2.5 CALIBRACION DEL METILPARABENO EN NAOH 0.1 N.

2.5.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con

agua desionizada.

2.5.2 Pesar en forma aproximadamente exacto 13.1 mg de Metilparabeno USP
(100 %) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

2.5.3 Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

254 Agregar 5 ml. de NaOH y 2 ml. de agua agitar hasta disolucion
completamente.

2.5.5 Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de NaOH 0.1 N.

2.5.6 Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N. ( 65.50 mcg/ml.) solucién stock

2.5.7 Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

2.5.8 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 3 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con NaOH 0.1
N. (10.48 mcg/ml). Sol A.

2.5.9 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo NaOH | 0.1 N.
(13.10 mcg/ml) sol. B

2.5.10 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo NaOH 1 0.1 N.
(15.72 mcg/ml) sol. C

2.5.11 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo NaOH 0.1 N.
(18.34 mcg/ml) sol. D

2.5.12 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en
un matraz volumeétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo NaOH | 0.1 N.
(20.96 mcg/ml) sol. E
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2.5.13 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo NaOH 0.1 N.
(23.58 mcg/ml) sol. F

2.5.14 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo NaOH 0.1 N.
(26.2 mcg/ml) sol. G

2.5.15 Leer en el espectrofotbmetro a las siguientes longitudes de onda: 295, 290,
280, 275, 270, 265, 260,258.

CALIBRACION DEL METILPARABENO EN HCI 0.1 N.

2.5.16 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con
agua desionizada.
2.5.17 Pesar en forma aproximadamente exacto 16.70 mg de Metilparabeno
(100 %) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.
2.5.18 Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 250 ml.
2.5.19 Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N y agitar hasta disolucion completamente.
2.5.20 Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de HCI 0.1 N.
2.5.21 Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N. ( 66.8 mcg/ml.) solucién stock
2.5.22 Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

2.5.23 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con HCI 0.1 N.
(13.36 mcg/ml). Sol A.

2.5.24 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(16.03 mcg/ml) sol. B

2.5.25 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(18.70 mcg/ml) sol. C

2.5.26 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(21.37 mcg/ml) sol. D
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2.5.27 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(24.04 mcg/ml) sol. E

2.5.28 Leer en el espectrofotbmetro a las siguientes longitudes de onda: 270, 265,
260, 258, 255, 250, 245, 215,210, 205,200.

2.6 CALIBRACION DE LA LORATADINA.

2.6.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con

agua desionizada.

2.6.2 Pesar en forma aproximadamente exacto 11.1 mg de Loratadina USP
(100 %) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

2.6.3 Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

2.6.4 Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N vy agitar hasta disolucion completamente.

2.6.5 Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de HCI 0.1 N.

2.6.6 Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca
de aforo con HCI 0.1 N. ( 55.5 mcg/ml.) solucién stock

2.6.7 Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

2.6.8 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con HCI 0.1 N.
(11.1 mcg/ml). Sol A.

2.6.9 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(13.32 mcg/ml) sol. B

2.6.10 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(15.54 mcg/ml) sol. C

2.6.11 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(17.76 mcg/ml) sol. D

2.6.12 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y vertirlo en
un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(19.98 mcg/ml) sol. E
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2.6.13 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 10 ml. y vertirlo en

un matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo HCI 0.1 N.
(22.2 mcg/ml) sol. F

2.6.14 Leer en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda:

222,220,218,216,214,212,210,208,206,204,202,201,200.

3.0 PREPARACION DE LAS MUESTRAS ANALITICAS.

3.1 PREPARACION DE MUESTRAS DE ACETAMINOFEN EN BUFFER DE
BORATOS PH 9.33

3.1.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con agua

desionizada.

3.1.2

3.1.3

3.1.4

3.15

3.1.6

3.1.7

Pesar en forma aproximadamente exacto 28.4 mg Acetaminofen de pureza de
100.18 en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 100 ml.

Agregar 5 ml. de boratos pH 9.33 y agitar hasta disolucién completamente.
Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de buffer de boratos pH 9.33
Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca de
aforo con boratos pH 9.33.

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

3.1.8

3.1.9

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 2 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con el bufer boratos
pH 9.33 (12.97mcg/ml). Sol A.
Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con el bufer boratos
pH 9.33 (22.75 mcg/ml) sol. B

3.1.10 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un

matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con el bufer boratos
pH 9.33 (21.63 (mcg/ml) sol. C

3.1.11 Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un

matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con el bufer boratos
pH 9.33. (25.95 mcg/ml) sol. D

3.1.12 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un

matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con el bufer boratos
pH 9.33 (30.28 mcg/ml) sol. E
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3.1.13

Leer en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda: 255, 250,
245, 240, 235, 230, 225,220.

3.2 PROCEDIMIENTO PARA LAS MUETRAS DEL BROMHIDRATO DE
DEXTROMETORFANO EN BUFFER DE FOSFATOS PH 8.0

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

3.2.5

3.2.6

3.2.7
3.2.8

3.2.9

3.2.10

3.2.11

3.2.12

Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con
agua desionizada.

Pesar en forma aproximadamente exacta 25.5 mg de Bromhidrato de
dextrometorfano en una balanza analitica apropiada.

Vertlr en un matraz volumétrico de 100 mL. (Sol. A.)

Agregar 5 ml. de HCI 0.1 N vy agitar hasta disolucién completamente.

Llevar a la marca de aforo con Buffer de fosfatos Ph 8.0.

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y verterlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con Buffer de
fosfatos Ph 8.0. (38.58 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo Buffer de fosfatos Ph
8.0. (48.22 mcg/ml) sol. B.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo Buffer de fosfatos Ph
8.0. (57.87 mcg/ml) sol. C.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo Buffer de fosfatos Ph
8.0. (67.51 mcg/ml) sol. D.

Leer en el espectrofotometro a las siguientes absorbancias
229,228,227,225,222,220,218,215,213,212,211,210,209,208,201,200.
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3.3 Elaboracién del ensayo analitico analiticas del Maleato de Clorfenamina.

3.3.2

3.3.3

3.34

3.3.5

3.3.6
3.3.7

3.3.8

Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con
agua des ionizada.

Pesar en forma aproximadamente exacto 25.7 mg de Maleato de Clorfenamina
(100. 82 %) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.
Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

Agregar 5 ml. de bufer de boratos pH 8.7 y agitar hasta disolucién
completamente.

Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de bufer de boratos pH 8.7
Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca de
aforo con boratos el bufer

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

3.3.9

3.3.10

3.3.11

3.3.12

3.3.13

3.3.14

3.3.15

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de boratos
pH 8.7 (25.94 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de boratos
pH 8.7 (25.94 mcg/ml) sol. B

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de boratos
pH 8.7 (31.09 mcg/ml) sol. C

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de boratos
pH 8.7 (36.27 mcg/ml) sol. D

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de boratos
pH 8.7 (41.45 mcg/ml) sol. E

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo bufer de boratos pH
8.7 (46.63 mcg/ml) sol. F

Leer en el espectrofotdmetro a las siguientes longitudes de onda:
222,220,219,218,217,216,215,214,213,212,211,210,208,203,202.
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3.4 Elaboracidon de las muestras analiticas de la Metformina del pKa; (2.7).

3.4.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con agua

desionizada.

3.4.2

3.4.3

3.4.4

3.4.5
3.4.6

3.4.7

Pesar en forma aproximadamente exacto 26.8 mg de Metformina (99.13 %) en
un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

Agregar 5 ml. de bufer de fosfatos pH 2.7 y agitar hasta disolucién
completamente.

Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de bufer de fosfatos pH 2.7
Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca de
aforo con boratos el bufer

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

3.4.8

3.4.9

3.4.10

3.4.11

3.4.12

3.4.13

3.4.14

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 3 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 2.7 (15.93 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 2.7 (21.25 mcg/ml) sol. B

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 2.7 (31.09 mcg/ml) sol. C

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 2.7 (26.56 mcg/ml) sol. D

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 2.7 (31.87 mcg/ml) sol. E

Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica de 8 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml.; llevarlo a la marca de aforo con un bufer de
fosfatos Ph 2.7 (37.19 mcg/ml.) sol F

Leer en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda: 229, 228,
227, 226, 225, 223, 220.
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3.5 Elaboracion de muestras analiticas de la Metformina pKa, (11.4)

3.5.1

3.5.2

3.5.3

3.54

3.5.5

3.5.6

3.5.7

3.5.8

Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con
agua desionizada.

Pesar en forma aproximadamente exacto 26.9 mg de Metformina (99.13 %) en
un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

Agregar 5 ml. de bufer de fosfatos pH 11.97 y agitar hasta disolucién
completamente.

Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de bufer de fosfatos pH
11.97

Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca de
aforo con el bdfer (133.32 mcg/ml)

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

3.5.9

3.5.10

3511

3.5.12

3.5.13

3.5.14

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 3 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 11.97 (15.99 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de boratos
pH 11.97 (21.25 mcg/ml) sol. B

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 11.97 (31.09 mcg/ml) sol. C

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 11.97 (26.56 mcg/ml) sol. D

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 11.97 (31.87 mcg/ml) sol. E

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en un
matraz volumeétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 11.97 (37.19 mcg/ml) sol. F

3.5.14 Leer en el espectrofotdémetro a las siguientes longitudes de onda: 240, 235,230,
225, 220, 215, 210, 205, 202
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3.6 Determinacién de las muestra analiticas del metilparabeno

3.6.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con agua

desionizada.

3.6.2

3.6.3

3.6.4

3.6.5
3.6.6

3.6.7

Pesar en forma aproximadamente exacto 13.1 mg de Metilparabeno USP (100
%) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

Agregar 2 ml. de Na OH y 2 mL de agua agitar hasta disolucion
completamente.

Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de bufer de fosfatos pH 8.0
Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca de
aforo con el bdfer (65.56 mcg/ml)

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

3.6.8

3.6.9

3.6.10

3.6.11

3.6.12

3.6.13

3.6.14

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con un bufer de
fosfatos pH 8.0 (10.48 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con un bufer de
fosfatos pH 8.0 (13.10 mcg/ml) sol. B

Omar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 8.0 (15.72 mcg/ml) sol. C

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 8.0 (18.34 mcg/ml) sol. D

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 8.0 (20.96 mcg/ml) sol. E

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 8.0 (23.58 mcg/ml) sol. F

Tomar de la solucion stock con una pipeta volumétrica 10 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 8.0 (26.20 mcg/ml) sol. G
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3.6.15 Leer en el espectrofotbmetro a las siguientes longitudes de onda: 270, 265,

260, 255, 250, 245, 215, 210, 205, 200.

3.7 Determinacion de las muestra analiticas de la loratadina.

3.7.1 Lavar y secar perfectamente el material de vidrio, asi como enjuagarlo con agua

desionizada.

3.7.2

3.7.3

3.74

3.7.5

3.7.6

3.7.7

Pesar en forma aproximadamente exacto 13.1 mg de Metilparabeno USP (100
%) en un pesador de vidrio en una balanza analitica apropiada.

Colocar el tubo de salida del pesador de vidrio a la boca de un matraz
volumétrico de 200 ml.

Agregar 2 ml. de Na OH y 2 mL de agua agitar hasta disolucion

completamente...

Enjuagar tres veces el pesador de vidrio con 5 ml. de bufer de fosfatos pH 4.7
Ya que se encuentre perfectamente disuelto el farmaco, llevar a la marca de
aforo con el bufer (65.56 mcg/ml)

Etiquetar aleatoriamente 18 matraces volumétricos de 25 ml.

Los siguientes pasos se realizaran por triplicado.

3.7.8

3.7.9

3.7.10

3.7.11

3.7.12

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 4 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con un bufer de
fosfatos pH 4.7 (10.48 mcg/ml). Sol A.

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 5 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con un bufer de
fosfatos pH 4.7 (13.10 mcg/ml) sol. B

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 6 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 4.7 (15.72 mcg/ml) sol. C

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 7 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 4.7 (18.34 mcg/ml) sol. D

Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 8 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 4.7 (20.96 mcg/ml) sol. E

80



ANEXOS

3.7.13 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 9 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 4.7 (23.58 mcg/ml) sol. F
3.7.14 Tomar de la solucién stock con una pipeta volumétrica 10 ml. y vertirlo en un
matraz volumétrico de 25 ml., llevarlo a la marca de aforo con bufer de fosfatos
pH 4.7 (26.20 mcg/ml) sol. G
Leer en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda: 220, 218,214, 210, 208,
206, 204, 202, 201, 200.
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PROCEDIMIENTOS DE LOS RESULTADOS PARA LA OBTENCION DE LOS PKA’ S

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ DEL ACETAMINOFEN EN ACIDO
(HCI 0.1 N.)

Naturaleza Quimica: Acido
Medio de Dilucién de la Calibracion: HCI 0.1N.
Medio de Dilucién de las Muestras: Bufer de boratos pH 9.33.

Especie Quimica Cuantificada en la Calibracion: Especie protonada, ESPECIE ACIDA.

35
y =1.0148x - 0.3939

301 R? = 0.997

25 4

Concentracion 20
Estimada (mcg/mL) 15 |

10 -
5

0 T T T T T T 1
Grafico 4: Gréfico de la validaxion cruzada enve la corscentracion real2p la congentraciéh estimada.

Tabla 16: Concentraciones estimadas y el valor’d&PRABBEaHR ™

Concentraciones
Predictivas.
Determinacion del pKa
pH Conc. Real [HA] [A] LOG [A) [HA] [pKa'= pH - LOG [A]/
[HA]

9.1 2.86 2.4102 0.4498 | -0.7290 9.8290
9.12 2.86 2.4088 0.4512 | -0.7274 9.8470
9.11 5.72 4.7685 |[0.9515 |-0.7000 9.8100
9.05 5.72 4.7839 [0.9361 [-0.7085 9.7580
9.03 11.45 9.6311 1.8189 |-0.7239 9.7540
9.01 11.45 9.7492 1.7008 | -0.7583 9.7680
9.12 17.18 14.7180 | 2.4622 |-0.7765 9.8970
9.11 17.18 14.7520 | 2.4279 | -0.7836 9.8940
9.05 22.91 19.6320 |3.2782 | -0.7773 9.8270
9.02 22.91 19.5970 |3.3129 |-0.7720 9.7920
9.13 28.64 24.3670 [4.2735 |-0.7560 9.8860
9 34.37 29.4430 |[4.9267 |-0.7764 9.7760
9 34.37 29.3680 [5.0020 [-0.7687 9.7690
9.11 40.09 34.2350 [5.8554 [-0.7669 9.8770
9.02 40.09 34.3450 | 5.7448 |-0.7766 9.7970
9 45.82 39.1770 | 6.6433 |-0.7706 9.7710

PKa . 9.8160

Desvest 0.0510

C.V. 0.5170
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Tabla 17: Concentraciones estimadas y el valor de pka obtenido por el método estadistico solver (Excel).

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: ACIDA

pKa(1) | |9.8204714
ACETAMINOFEN
CT pH [ CONCENTRACION FRACCION | FRACCION DESV |DESV. |%ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA CUAD
2.86 9.1 [2.410 0.843 0.840 -0.003 [0.000 -0.31%
2.86 9.12 [ 2.409 0.842 0.834 -0.008 [0.000 -1.00%
5.72 9.11 [4.769 0.834 0.837 0.003 [0.000 0.40%
5.72 9.05 | 4.784 0.836 0.855 0.019 |0.000 2.23%
11.45 [9.03[9.631 0.841 0.861 0.019 [0.000 2.31%
11.45 [9.01[9.749 0.851 0.866 0.015 [0.000 1.71%
17.18 [9.12 [14.718 0.857 0.834 -0.023 [0.001 -2.67%
17.18 [9.11 [14.752 0.859 0.837 -0.022 [0.000 -2.53%
22.91 [9.05[19.632 0.857 0.855 -0.002 [0.000 -0.23%
2291 [9.02[19.597 0.855 0.863 0.008 [0.000 0.93%
28.64 [9.13[24.367 0.851 0.831 -0.020 [0.000 -2.37%
3437 |9 29.443 0.857 0.869 0.012 [0.000 1.40%
3437 |9 29.368 0.854 0.869 0.014 [0.000 1.66%
40.09 [9.11]34.235 0.854 0.837 -0.017 [0.000 -1.99%
40.09 [9.02[34.345 0.857 0.863 0.007 [0.000 0.77%
4582 |9 39.177 0.855 0.869 0.014 [0.000 1.60%
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ DE LA CLORFENAMINA
(MOLECULA MONOPROTICA)

Naturaleza Quimica: Base

Medio de Dilucién en la Calibracién: HCI 0.1 N

Medio de Dilucién de las muestras: Bufer de fosfatos pH 8.7.
Especie Quimica Cuantificada en la Calibracién: Especie Protonada

60"
50
40
Concentracion 30

Estimada.
(mecg/mL) 207

10~
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion Real (mcg/mL)

R = 0.9997
y = 0.9997x + 0.0096

GRAFICO 5: Gréfico de la validacion cruzada entre la concentracion real y la concentracion.
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Tabla 18: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método de MCP.

Concentracién

Concentraciones

Determinadas

determinacion del pKa

Real
pH (mcg/mL) [HA] [A] LOG [A]/ [HA] | pKa=pH - LOG [A]/ [HA]
8.73 25.94 22.4180 3.5222 -0.8038 9.5338
8.72 20.72 18.0640 2.6556 -0.8327 9.5527
8.72 31.09 26.9560 4.1340 -0.8143 9.5343
8.72 36.27 32.0750 4.1953 -0.8834 9.6034
8.72 36.27 31.7070 4.5630 -0.8419 9.5619
8.72 32.09 27.3710 4.7189 -0.7635 9.4835
8.71 46.63 40.0860 6.5442 -0.7871 9.4971
8.71 46.63 40.8990 5.7307 -0.8535 9.5635
8.71 41.45 36.6250 4.8246 -0.8803 9.5903
8.71 36.27 31.7520 4.5179 -0.8468 9.5568
8.71 25.94 22.4230 3.5171 -0.8045 9.5145
8.72 20.72 18.1180 2.6023 -0.8427 9.5628
8.73 41.45 36.4020 5.0479 -0.8580 9.5880
8.71 46.63 40.9030 5.7272 -0.8538 9.5638
8.71 41.45 36.2480 5.2016 -0.8432 9.5532
pKa exp 9.5506
DESVEST 0.0334
C.V. 0.3501
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Tabla 19: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método estadistico solver (Excel).

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE
DISOCIACION DE UNA SUSTANCIA MONOPROTICA

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: ACIDA

pKa(1) | | 9.549817505
CLORFENAMINA
CT pH |[CONCENTRACION [FRACCION [FRACCION [DESV [DESV.CUAD [ %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA
25.94 [8.73[22.4178 0.8642 0.8685 0.0043 |0.0000 0.49%
20.72 [8.72]18.0644 0.8718 0.8711 -0.0007 | 0.0000 -0.08%
31.09 [8.72]26.956 0.8670 0.8711 0.0041 |0.0000 0.47%
36.27 |8.72[32.0747 0.8843 0.8711 -0.0132 [ 0.0002 -1.50%
36.27 [8.72]31.707 0.8742 0.8711 -0.0031 | 0.0000 -0.35%
32.09 [8.72]27.3711 0.8529 0.8711 0.0182 |0.0003 2.13%
46.63 |8.71[40.0858 0.8597 0.8737 0.0140 [0.0002 1.63%
46.63 |8.71[40.8993 0.8771 0.8737 -0.0034 | 0.0000 -0.39%
41.45 [8.71]36.6254 0.8836 0.8737 -0.0099 | 0.0001 -1.12%
36.27 [8.71[31.7521 0.8754 0.8737 -0.0018 | 0.0000 -0.20%
25.94 [8.71]22.4229 0.8644 0.8737 0.0093 [0.0001 1.07%
20.72 [8.72]18.1177 0.8744 0.8711 -0.0033 [ 0.0000 -0.38%
41.45 [8.73[36.4021 0.8782 0.8685 -0.0097 | 0.0001 -1.11%
46.63 [8.71[40.9028 0.8772 0.8737 -0.0035 | 0.0000 -0.40%
41.45 [8.71]36.2484 0.8745 0.8737 -0.0008 | 0.0000 -0.10%

86



ANEXOS

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ DEL DEXTROMETORFANO
(MOLECULA MONOPROTICA)

Naturaleza Quimica: Base
Medio de Dilucion de la Calibracion: HCI 0.1 N.

Medio de Dilucién de las Muestras: Bufer de fosfatos pH 8.0

Especie Quimica Cuantificada en la Calibracién: Especie protonada

Estimada

Concentracion

70 4
60 -

rav)

10 +

y = 0.9989x + 0.0571

R %*=0.9989

GRAFICO 6: Grafico de la validacién cruzada entre la concentracion real y la concentracion.

Tabla 20: Muestra las concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método de MCP.

20

40

60

CONCENTRACION REAL (mcg /mL )

80

Concentraciones
Estimadas Determinacién del pKa
pH Coc. Real [HA] [A] LOG [A])|pKa = pH - LOG [AY)
[HA] [HA]
8.04 38.6 28.2755 10.3045 -0.4384 8.4784
8.03 48.2 39.1512 9.0688 -0.6352 8.6652
8.03 57.9 45.6435 12.2265 -0.5721 8.6021
8.04 38.6 30.5513 8.0287 -0.5804 8.6204
8.03 67.5 56.9797 10.5303 -0.7333 8.7633
8.04 48.2 39.2116 9.0084 -0.6388 8.6788
8.03 38.6 28.3755 10.2045 -0.4442 8.4742
8.04 48.2 39.7897 8.4303 -0.6739 8.7139
8.03 67.5 58.6352 8.8748 -0.8200 8.8500
8.03 67.5 57.5576 9.9524 -0.7622 8.7922
8.04 57.9 46.8637 11.0063 -0.6292 8.6692
8.04 57.9 45.0817 12.7883 -0.5472 8.5872
pKa exp 8.6579
desvest 0.1100
C.V. 1.2710
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Tabla :21 Muestra las concentraciones estimadas y el valor de pka obtenido por el método estadistico solver
(Excel).

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE
DISOCIACION DE UNA SUSTANCIA MONOPROTICA

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: ACIDA
pKa(1) | | 8.649022729
DEXTROMETORFANO
CT pH |[CONCENTRACION [FRACCION [FRACCION [DESV |DESV. CUAD [ %ERROR

EXPERIMENTAL ESTIMADA

38.58 |8.04[28.2755 0.7329 0.8026 0.0696 |0.0049 9.50%
48.22 [8.03[39.1512 0.8119 0.8062 -0.0058 | 0.0000 -0.71%
57.87 |[8.03[45.6435 0.7887 0.8062 0.0175 [0.0003 2.21%
38.58 [8.04[30.5513 0.7919 0.8026 0.0107 [0.0001 1.35%
67.51 [8.03[56.9797 0.8440 0.8062 -0.0378 [ 0.0014 -4.48%
48.22 [8.04[39.2116 0.8132 0.8026 -0.0106 | 0.0001 -1.31%
38.58 [8.03[28.3755 0.7355 0.8062 0.0707 |0.0050 9.61%
48.22 [8.04[39.7897 0.8252 0.8026 -0.0226 | 0.0005 -2.74%
67.51 |[8.03[58.6352 0.8685 0.8062 -0.0624 [ 0.0039 -7.18%
67.51 [8.03[57.5576 0.8526 0.8062 -0.0464 [ 0.0022 -5.44%
57.87 |8.04[46.8637 0.8098 0.8026 -0.0073 [ 0.0001 -0.90%
57.87 |[8.04[45.0817 0.7790 0.8026 0.0235 [0.0006 3.02%
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCUACION ACIDA DE LA METFORMINA
(SUSTANCIA DIPROTICA)
PRIMER PKA

Naturaleza Quimica: Dibase

Medio de Dilucién de la Calibracién: Bufer de Fosfatos pH 7.11
Medio de Dilucién de las Muestras: Bufer de Fosfatos pH 2.7.
Especie Quimica Cuantificada en la Calibracion: Especie protonada

CALIBRACION DE LA METFORMINA

40 - y =0.9996x + 0.0109

Concentracion 30 4
Estimada

(mcg/mL) R? = 0.9996

0 : : ‘ |
0 10 20 30 40
CONCENTRACION REAL(mcg /mL)

Gréfico 7: Grafico de la validacion cruzada entre la concentracion real y la concentracion estimada.
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Tabla 22: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método de MCP.

DETERMINACION DEL pKa
Concentraciones Determinacion del pKa,
Estimadas
pH | Conc. [HB] [H2B] LOG [HB) | pKa = pH — LOG [HB)/
Real [H2B] [H2B]

2.35]21.25 2.7044 18.5460 0.8362 3.18616
2.3 [15.93 2.0308 13.8990 0.8353 3.13532
2.32 | 26.56 3.4962 23.0640 0.8193 3.13933
2.33 | 26.56 3.5162 23.0440 0.8165 3.14648
2.35|21.56 2.8522 18.7080 0.8168 3.16684
2.35(21.56 2.7054 18.8550 0.8432 3.19319
2.4 |26.56 3.8402 22.7200 0.7721 3.17205
2.32131.87 4.2877 27.5820 0.8084 3.12841
2.33|31.87 4.2297 27.6400 0.8152 3.14523
2.35(15.93 2.0362 13.8940 0.8340 3.18400
2.35|37.19 5.1392 32.051 0.79494 3.14494
2.35(31.87 4.3964 27.474 0.79582 3.14582
2.32137.19 5.2157 31.974 0.78749 3.10749
2.1 |37.19 2.0053 35.185 1.24417 3.34417
2.76 | 15.93 4.6249 11.305 0.38817 3.14817

pKa exp 3.16584

DESVEST 0.05459

C.V. 1.72438
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Tabla 23: Concentraciones estimadas y el valor de pka obtenido por el método estadistico solver (Excel).

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION DE UNA SUSTANCIA DIPROTICA
ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: ACIDA
pKa(1) | |3.347255094
METFORMINA
CT pH [CONCENTRACION FRACCION |[FRACCION |DESV |DESV.CUAD | %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA
21.25 |[2.35]18.9 0.8894 0.9086 0.0192 |0.0004 2.15%
15.93 [2.3 [13.63 0.8556 0.9177 0.0621 [0.0039 7.25%
26.56 |[2.32]24.24 0.9127 0.9141 0.0015 [0.0000 0.16%
26.56 |2.33]24.23 0.9123 0.9123 0.0000 |0.0000 0.01%
2156 [2.35[19.21 0.8910 0.9086 0.0176 [0.0003 1.97%
2156 |[2.35[19.21 0.8910 0.9086 0.0176 [0.0003 1.97%
2656 |2.4 [24.16 0.9096 0.8985 -0.0111 | 0.0001 -1.22%
31.87 [2.32[29.55 0.9272 0.9141 -0.0131 [ 0.0002 -1.41%
31.87 [2.33]29.54 0.9269 0.9123 -0.0146 |0.0002 -1.57%
15.93 [2.35]13.58 0.8525 0.9086 0.0561 |0.0031 6.58%
37.19 [2.35[34.84 0.9368 0.9086 -0.0282 [ 0.0008 -3.01%
31.87 [2.35[29.52 0.9263 0.9086 -0.0177 | 0.0003 -1.91%
37.19 [2.32]34.87 0.9376 0.9141 -0.0235 [ 0.0006 -2.50%
37.19 [21 [35.00 0.9435 0.9464 0.0029 [0.0000 0.31%
15.93 [2.76]13.17 0.8267 0.7945 -0.0323 [0.0010 -3.90%
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION DE LA METFORMINA
SEGUNDO pKa

Naturaleza Quimica: Dibase

Medio de Dilucién de la Calibracion: Bufer de fosfatos pH 7. 11

Medio de Dilucién de las Muestras: Bufer de Fosfatos pH 11.97.
Especie Quimica Cuantificada en la Calibracién: Especie Protonada
Especie Quimica Cuantificada en las Muestras: Especie no protonada

Tabla 24: Concentraciones estimadas y el valor de pka obtenido por el método de MCP.

DETERMINACION DEL pKa
Concentraciones Determinacion del pKa,
Estimada.
pH [ Conc. [HB] [B-] LOG [B-]/ [HB] pKa= pH - LOG [B-] / [HB]
real
11 | 31.99 30.6 1.4 -1.3402 12.34
10.8 | 21.33 21 0.29 -1.8581 12.66
11.3 ] 26.66 25.7 0.99 -1.4157 12.72
10.8 | 15.99 15.8 0.18 -1.9395 12.74
11.5]21.33 20.5 0.82 -1.3956 12.9
11.4 | 26.66 25.3 1.34 -1.2753 12.68
11.3 | 26.66 25.5 1.19 -1.3301 12.63
11.3|21.33 20.3 1.01 -1.3043 12.6
11.5]31.99 30.2 1.83 -1.2158 12.72
11 31.99 30.4 1.57 -1.2875 12.3
11.3]15.99 154 0.56 -1.4399 12.74
pKa Experimental. |12.64
DESVEST 0.175
C.v. 1.386
pka Tedrico 12
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Tabla 25: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método estadistico solver (Excel).

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: BASICA

pKa(2) | |12.69158199

METFORMINA

CT pH CONCENTRACION FRACCION |[FRACCION |[DESV |DESV. |%ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA CUAD

31.99 [11 30.5924 0.9563 0.9801 0.0238 [0.0006 [2.48%

21.33 [10.8 [21.0383 0.9863 0.9873 0.0010 [0.0000 [0.10%

26.66 |11.3 [25.6742 0.9630 0.9610 -0.0020 [0.0000 [-0.21%

15.99 [10.8 [15.8083 0.9886 0.9873 -0.0013 [0.0000 [-0.13%

21.33 [11.5 [20.5053 0.9613 0.9396 -0.0218 [0.0005 [-2.27%

26.66 |11.4 [25.3168 0.9496 0.9514 0.0018 [0.0000 [0.19%

26.66 |[11.3 [25.4689 0.9553 0.9610 0.0057 [0.0000 [0.59%

21.33 [11.3 [20.3216 0.9527 0.9610 0.0083 [0.0001 [0.87%

31.99 [11.5 [30.1553 0.9426 0.9396 -0.0031 [0.0000 [-0.33%

31.99 [11.01 [30.4209 0.9510 0.9796 0.0287 [0.0008 [3.01%

15.99 [11.3 [15.4297 0.9650 0.9610 -0.0040 [0.0000 [-0.41%
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Tabla 26: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método estadistico solver (Excel).

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: BASICA

pKa(l) | |8.51598127
ACETAMINOFEN
CT pH | CONCENTRACION FRACCION |[FRACCION |DESV |DESV. %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA CUAD
10.48 [7.8 [8.9671 0.8556 0.8387 -0.0169 |0.0003 -1.98%
13.1 8.03[10.186 0.7776 0.7538 -0.0238 [ 0.0006 -3.05%
10.48 |7.8 |[8.8043 0.8401 0.8387 -0.0014 |0.0000 -0.17%
15.72 [8.13[11.426 0.7268 0.7086 -0.0182 |0.0003 -2.51%
18.34 |8.2 |12.6629 0.6905 0.6743 -0.0162 |0.0003 -2.34%
23.58 [8.25]15.1391 0.6420 0.6485 0.0065 | 0.0000 1.01%
20.96 |[8.22]13.9481 0.6655 0.6641 -0.0014 |0.0000 -0.21%
23.58 [8.28]15.0823 0.6396 0.6326 -0.0070 |0.0000 -1.10%
20.96 |[8.17]13.8744 0.6619 0.6893 0.0273 |0.0007 4.13%
26.2 8.25 [ 16.2046 0.6185 0.6485 0.0300 |0.0009 4.85%
10.48 |8.1 |9.0732 0.8658 0.7227 -0.1431 |0.0205 -16.53%
15.72 [8.14[11.4684 0.7295 0.7039 -0.0257 |0.0007 -3.52%
18.34 [8.16[12.6794 0.6914 0.6942 0.0028 | 0.0000 0.41%
26.2 8.14 | 16.1967 0.6182 0.7039 0.0857 |0.0073 13.86%
2358 |[8.19]15.0943 0.6401 0.6793 0.0392 |0.0015 6.12%
20.96 |[8.17]13.8799 0.6622 0.6893 0.0270 |0.0007 4.08%
13.1 8.09 [ 9.9133 0.7567 0.7273 -0.0295 |0.0009 -3.89%
13.1 8 10.2686 0.7839 0.7664 -0.0175 |0.0003 -2.23%
18.34 [8.15(12.7471 0.6950 0.6990 0.0040 |0.0000 0.57%
15.72 |8.14]11.5431 0.7343 0.7039 -0.0304 |0.0009 -4.15%
26.2 8.14 [ 16.2158 0.6189 0.7039 0.0849 |0.0072 13.72%
S.C. 0.0433
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION ACIDA DEL
METILPARABENO (MOLECULA MONOPROTICA)

Naturaleza Quimica: Acido
Medio de Diluciéon de la Calibracién: HCI 0.1 N.
Medio de Dilucién de las Muestras: Buffer de Fosfatos pH 8.0.

Especie Cuantificada en la Calibracion: Especie protonada

30
25

CONCENTRACION

ESTIMADA (mcg/mL) = ]

y =0.9999x +0.0018
10 1 R? =0.9999
5 4

0 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

CONCENTRACION REAL (mcg/mL)

30

Gréfico 8: Gréfico de la validacion cruzada entre la concentracion real y la concentracion estimada.
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Tabla 27: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método de MCP.

DETERMINACION DEL PKA

Concentracion | Concentraciones Valor de pKa
Real
(mcg/ mL) Estimadas
pH Al [HA] LOG [AT [HA] pKa= pH - LOG [A]/ [HA]
8.125 10.48| 9.1762|1.3038 -0.8475 8.9725
8.13 13.1]11.2782(1.8218 -0.7917 8.9217
8.11 10.48| 9.4767|1.0033 -0.9752 9.0852
8.13 15.72113.3624 | 2.3576 -0.7534 8.8834
8.14 18.34115.3855 | 2.9545 -0.7166 8.8566
8.2 23.58119.2449 1 4.3351 -0.6473 .8473
8.18 20.96117.2499|3.7101 -0.6674 8.8474
8.2 23.58119.2049 |1 4.3751 -0.6424 8.8424
8.17 20.96117.3304 | 3.6296 -0.6789 8.8489
8.13 26.2121.255214.9448 -0.6333 8.7633
8.1 10.48| 9.1772|1.3028 -0.8478 8.9478
8.14 15.72113.3277 | 2.3923 -0.7459 8.8859
8.16 18.34115.4223|2.9177 -0.7231 8.8831
8.14 26.2121.4137|4.7863 -0.6507 8.7907
8.19 23.58| 19.384| 4.196 -0.6646 8.8546
8.17 20.9617.4896 | 3.4704 -0.7024 8.8724
8.12 13.1]11.8139(1.2861 -0.9631 9.0831
8.12 13.1| 11.254( 1.846 -0.7851 8.9051
8.15 18.34| 15.295| 3.045 -0.7010 8.8510
8.14 15.72113.2919 | 2.4281 -0.7383 8.8783
8.14 26.2| 21.199| 5.001 -0.6273 8.7673
pKa xp 8.8852
Desvest 0.0835
C.v. 0.9393
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Tabla 28: Concentraciones estimadas y el valor del pKa obtenido por el método estadistico solver (Excel).

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: ACIDA
pKa(l) | 8.876919293
METILPARABENO
CT Ph CONCENTRACION FRACCION FRACCION DESV | DESV. %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA CUAD
10.48 [8.125 [9.1762 0.8756 0.8496 -0.0260 [0.0007 -2.97%
13.1 8.13 [11.2782 0.8609 0.8481 -0.0128 [0.0002 -1.49%
10.48 [8.11 [9.4767 0.9043 0.8539 -0.0503 [ 0.0025 -5.56%
1572 |[8.13 [13.3624 0.8500 0.8481 -0.0019 [ 0.0000 -0.23%
18.34 [8.14 [15.3855 0.8389 0.8451 0.0062 | 0.0000 0.74%
2358 [8.2 19.2449 0.8162 0.8262 0.0100 [ 0.0001 1.23%
20.96 |8.18 [17.2499 0.8230 0.8327 0.0097 [0.0001 1.18%
2358 [8.2 19.2049 0.8145 0.8262 0.0117 |0.0001 1.44%
20.96 |8.17 [17.3304 0.8268 0.8359 0.0090 [ 0.0001 1.09%
26.2 8.13 |21.2552 0.8113 0.8481 0.0368 [ 0.0014 4.54%
10.48 |[8.1 9.1772 0.8757 0.8568 -0.0189 [ 0.0004 -2.16%
15.72 |[8.14 [13.3277 0.8478 0.8451 -0.0027 [0.0000 -0.32%
18.34 [8.16 [15.4223 0.8409 0.8390 -0.0019 [ 0.0000 -0.23%
26.2 8.14 |[21.4137 0.8173 0.8451 0.0278 | 0.0008 3.40%
2358 |8.19 [19.3840 0.8221 0.8294 0.0074 [ 0.0001 0.90%
2096 |8.17 [17.4896 0.8344 0.8359 0.0014 | 0.0000 0.17%
13.1 8.12 [11.8139 0.9018 0.8511 -0.0508 [ 0.0026 -5.63%
13.1 8.12 |11.2540 0.8591 0.8511 -0.0080 [0.0001 -0.94%
18.34 [8.15 [15.2950 0.8340 0.8421 0.0081 | 0.0001 0.97%
15.72 [8.14 |[13.2919 0.8455 0.8451 -0.0004 | 0.0000 -0.05%
26.2 8.14 |21.1990 0.8091 0.8451 0.0360 [0.0013 4.45%
S.C. 0.0104
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ DEL METILPARABENO
(SUSTANCIA MONOPROTICA)

Naturaleza Quimica: Acido

Medio de Dilucion de la Calibracion: NaOH 0.1 N.

Medio de Dilucion de las Muestras: Buffer de Fosfatos pH 8.0.
Especie Cuantificada en la Calibracion: Especie no protonada

CONCENTRACION REAL ( mcg/mL )

25
Concentracion 9 y = 0.9998x
Estimada - R2 =0.9972
(mcg/mL) >

:) |

5 |

0 : : : : ‘

0 5 10 15 20 25

Gréfico 9: Gréfico de la validacion cruzada entre la concentracion real y la concentracion estimada.
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Tabla 29: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método de MCP.

DETERMINACION DEL PKA
Concentraciones
Estimadas
Concentracion Valor del pKa
Real
(mcg/ mL)
pH AT [HA] LOG[A)[HA] |pKa= pH - LOG [AT
[HA]
7.8 110.48 1.5129 8.9671 [-0.7728 8.5728
8.0313.1 2.914 10.186 |-0.5435 8.5735
7.8 |10.48 1.6757 8.8043 |-0.7205 8.5205
8.13]15.72 4.294 11.426 |-0.4250 8.5550
8.2 [18.34 5.6771 12.6629 | -0.3484 8.5484
8.25 | 23.58 8.4409 15.1391 | -0.2537 8.5037
8.22 | 20.96 7.0119 13.9481 | -0.2987 8.5187
8.28 | 23.58 8.4977 15.0823 | -0.2492 8.5292
8.17 | 20.96 7.0856 13.87441-0.2918 8.4618
8.25126.2 9.9954 16.2046 | -0.2098 8.4598
8.1 [10.48 1.4068 9.0732 |-0.8095 8.9095
8.14|15.72 4.2516 11.4684 ] -0.4310 8.5710
8.16 | 18.34 5.6606 12.6794 | -0.3502 8.5102
8.14 | 26.2 10.003 16.1967 | -0.2093 8.3493
8.19 | 23.58 8.4857 15.0943 | -0.2501 8.4401
8.17 | 20.96 7.0801 13.8799 | -0.2923 8.4623
8.09 | 13.1 3.1867 9.9133 |-0.4929 8.5829
8 13.1 2.8314 10.2686 | -0.5595 8.5595
8.15|18.34 5.5929 12.7471 1 -0.3578 8.5078
8.14|15.72 4.1769 11.5431 | -0.4415 8.5815
8.14 | 26.2 9.9842 16.2158 | -0.2106 8.3506
pKa 8.5271
Experimental
DESVEST 0.1108
C.v. 1.2990
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Tabla 30: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el

método estadistico solver (Excel).

ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: BASICA
pKa(1) | 8.51598127
METILPARABENO
CT pH [CONCENTRACION FRACCION FRACCION DESV DESV. %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA CUAD
10.48 |7.8 [8.9671 0.8556 0.8387 -0.0169 | 0.0003 -1.98%
13.1 8.03 [ 10.186 0.7776 0.7538 -0.0238 | 0.0006 -3.05%
1048 [7.8 [8.8043 0.8401 0.8387 -0.0014 [0.0000 -0.17%
15.72 |8.13 [11.426 0.7268 0.7086 -0.0182 | 0.0003 -2.51%
18.34 [8.2 [12.6629 0.6905 0.6743 -0.0162 [0.0003 -2.34%
23.58 [8.25 [15.1391 0.6420 0.6485 0.0065 [0.0000 1.01%
20.96 [8.22 [13.9481 0.6655 0.6641 -0.0014 [ 0.0000 -0.21%
2358 [8.28 [15.0823 0.6396 0.6326 -0.0070 [ 0.0000 -1.10%
20.96 [8.17 [13.8744 0.6619 0.6893 0.0273 [ 0.0007 4.13%
26.2 8.25 | 16.2046 0.6185 0.6485 0.0300 [0.0009 4.85%
1048 [8.1 [9.0732 0.8658 0.7227 -0.1431 [ 0.0205 -16.53%
15.72 [8.14 [11.4684 0.7295 0.7039 -0.0257 | 0.0007 -3.52%
18.34 [8.16 [12.6794 0.6914 0.6942 0.0028 [ 0.0000 0.41%
26.2 8.14 | 16.1967 0.6182 0.7039 0.0857 [0.0073 13.86%
2358 [8.19 [15.0943 0.6401 0.6793 0.0392 [0.0015 6.12%
20.96 [8.17 [13.8799 0.6622 0.6893 0.0270 | 0.0007 4.08%
13.1 8.09 [9.9133 0.7567 0.7273 -0.0295 [ 0.0009 -3.89%
13.1 8 10.2686 0.7839 0.7664 -0.0175 [0.0003 -2.23%
18.34 [8.15 [12.7471 0.6950 0.6990 0.0040 [ 0.0000 0.57%
1572 [8.14 [11.5431 0.7343 0.7039 -0.0304 [0.0009 -4.15%
26.2 8.14 [ 16.2158 0.6189 0.7039 0.0849 [0.0072 13.72%
S.C. 0.0433
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ACIDEZ DE LORATADINA

Naturaleza Quimica: Base
Medio de Dilucion de la Calibracion: HCI 0.1 N.

Medio de Dilucién de las Muestra: Bufer de Fosfatos pH 4.70

Especie Quimica Cuantificada en la Calibracién: Especie Protonada

Estimada
(mcg/mL)

Concentracion

25 1

20 A

15 -1

y =0.9987x + 0.0216

R? =0.9987

10

15

CONCENTRACION REAL (mcg/mL)

20

25

Gréfico 10: Gréfico de la validacién cruzada entre la concentracion real y la concentracion estimada

Tabla 31: Concentraciones estimadas y el valor de pKa obtenido por el método de MCP.

DETERMINACION DEL pKa
Valor del pka
pH Conc. [A] [HA] LOG [A]/ [HA] | pKa=pH - LOG [A]/ [HA]
(mcg/ml)

3.55 114 11.0157 | 0.3843 | -1.4573 5.01
3.5 13.68 13.4518 [ 0.2282 | -1.7705 5.27
3.7 20.52 19.6514 [ 0.8686 | -1.3546 5.05
3.6 15.96 15.4049 | 0.5551 | -1.4433 5.04
3.58 11.4 11.1303 | 0.2697 | -1.6156 5.20
3.51 13.65 13.2604 | 0.3896 | -1.5319 5.04
3.7 20.52 19.5229 [ 0.9971 | -1.2918 4.99
3.79 18.24 17.5633 | 0.6767 | -1.4142 5.20
3.55 15.96 15.5932 [ 0.3668 | -1.6285 5.18
3.75 15.96 15.3199 | 0.6401 | -1.3790 5.13
3.67 18.24 17.3017 | 0.9383 | -1.2657 4.94
3.72 11.4 10.8566 | 0.5434 | -1.3006 5.02
3.76 13.65 13.0094 | 0.6406 | -1.3077 5.07
3.7 20.52 19.5323 [ 0.9877 | -1.2961 5.00
3.55 18.24 17.7145 [ 0.5255 | -1.5278 5.08

pKa exp 5.08

Desvest 0.09

C.V. 1.86
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Tabla 32: Concentraciones estimadas de la loratadina y el valor de pKa obtenido por el método estadistico solver.

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION
DE UNA SUSTANCIA MONOPROTICA
ESPECIE QUIMICA CUANTIFICADA: ACIDA
pKa(l) 5.06885028
LORATADINA
CT pH | CONCENTRACION | FRACCION | FRACCION | DESV | DESV. CUAD %ERROR
EXPERIMENTAL ESTIMADA
11.4 3.55 | 11.0157 0.9663 0.9706 0.0043 | 1.867E-05 0.45%
13.68 | 35 | 13.4518 0.9834 0.9737 -0.009 | 9.2088E-05 -0.98%
2052 | 3.7 | 19.6514 0.9577 0.9589 0.0013 | 1.7233E-06 0.14%
1596 | 3.6 | 15.4049 0.9652 0.9671 0.0019 | 3.6971E-06 0.20%
11.4 358 | 11.1303 0.9763 0.9685 -0.007 | 6.0336E-05 -0.80%
13.65 | 3.51 | 13.2604 0.9714 0.9731 0.0016 | 2.7854E-06 0.17%
2052 | 3.7 | 19.5229 0.9514 0.9589 0.0075 | 5.7379E-05 0.80%
1824 | 3.79 | 17.5633 0.9629 0.9500 - 0.00016614 -1.34%
0.0128
15.96 | 3.55 | 15.5932 0.9770 0.9706 - 4.1052E-05 -0.66%
0.0064
15.96 | 3.75 | 15.3199 0.9599 0.9542 - 3.2328E-05 -0.59%
0.0056
1824 | 3.67 | 17.3017 0.9486 0.9616 0.0130 | 0.00017051 1.38%
11.4 3.72 | 10.8566 0.9523 0.9571 0.0047 | 2.3038E-05 0.50%
13.65 | 3.76 | 13.0094 0.9530 0.9531 0.0001 | 1.4731E-08 0.01%
2052 | 3.7 | 19.5323 0.9519 0.9589 0.0071 | 5.0649E-05 0.75%
1824 | 355 | 17.7145 0.9711 0.9706 - 3.3566E-07 -0.06%
0.0001
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