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. INTRODUCCION



Tanto la industria farmacéutica como los estudiosos de la
biofarmacia requieren de métodos analiticos que les permitan reali--
zar, en forma confiable y ripida, la determinacidn cuantitativa de -
farmacos activos y de sustancias afines como los metabolitos o sub--

productos de sintesis.

E1 propdsito de este trabajo es presentar un método que -
permite determinar simultdneamente el metronidazol (I) y el dcido -
(2-metil-5-nitro-imidazolil-1) acético (J). ET método desarrollado
consiste en la separacidn y cuantificacion de estos compuestos por -
cromatografia liguida moderna, con deteccidn espectrofotométrica en
la region ultravioleta. Se describen las condiciones apropiadas de
fase movil, de la columna y las caracteristicas y 1imites de la de--
terminacion cuantitativa. Ademds, se demuestra que es posible utili
zar métodos simples de preparacion de muestras plasmdticas sin inter

ferencias apreciables.



II. GENERALIDADES



La amibiasis es una enfermedad infecciosa que constituye =
un problema de salud piiblica ya que es causa de un gran indice de -
mortalidad en muchos paises, por lo que ha habido mucho interés en -

obtener farmacos que ayuden a resolver este problema.

£l farmaco que se usd por mis de 50 afos para el tratamien
to de la amibiasis disentérica fue e} clorhidrato de emetina, des---
puds, con algunas ventajas sobre el anterior aparecid la dehidroeme-
tina. A partir de 1961 se descrubrid la actividad antiamibiana del
metronidazol (1), que en los dltimos afios se ha considerado como el

farmaco de eleccion en el tratamiento de la forma de amibiasis men--

cionada.

Estd clasificado en el grupo de compuestos que tiemen ac-
cidn tanto en los tejidos como en la luz intestinal y que se adminis

tra por via oral (1).

Esta sustancia era ya conocida como tricomonicida efecti--
vo, ademds se ha sefialado su uso para el tratamiento del alcoholismo
¢ronico (2) ya que se produce una acumulacidn de acetaldehido, pro--
ducto intermedio en la oxidacidn del etanol a anhidrido carbonico y
agua (3}. La efectividad del metronidazol no se limita ahi, ya que

también actiia contra Giardia lamblia, hay testimonios de su utilidad

en ¢l tratamiento de la fase aguda de la enfermedad de Vincent {4) y
se usa para eliminar el gusano de Guinea (Dracunculus) en la dracon-

Livsie {0); ademds, muestra actividad contra microorganismos anaerd-

bicos.



Los amebicidas actidan por varios mecanismos. Algunos ac--
tdan suprimiendo el agente etiplégico, otros actdan indirectamente -
destruyendo las bacterias intestinales necesarias para la sobreviven
cia de las amibas u otro pardsito. Un tercer tipo actla en ambas ma
neras, directa e indirectamente. E1 metronidazol pertenece a este -
tercer grupo, por lo que ejerce su accion sobre todas las zonas don-

de normalmente se encuentran los pardsitos.

Farmacocinética del metronidazol (6).

La bjodisponibilidad del metronidazol es virtualmente del
100% administrado oralmente, por lo que muchos pacientes pueden ser
tratados con medicacién oral y obtener asi niveles terapéuticos exce

lentes en 1 & 2 horas.

Los modelos farmacocinéticos demuestran que el metronida--
zol tiene un volumen aparente de distribucion grande, ésto se confir
ma por las altas concentraciones encontradas en 1a mayoria de los te
jidos analizados; hueso, tejido de la pelvis, fluido seminal y sali

va, entre otros.

La vida media de eliminacidn es aproximadamente de 8 horas.
la constante de absorcidn por via oral (Ka) es de aproximadamente -
3.02 h '1, el volumen aparente de distribucifn estd dentro del inter

valo de 0,50 a 0.853 1/kg.

Durante ta biotransformacién del metronidazol en el hombre



tiene lugar la formacidon de algunos compuestos que se detectan ini--

cialmente en la orina.

Los compuestos que se forman son los metabolitos hidrdxido
y dcido: 1-(2-hidroxietil)-2-hidroximetil-8-nitroimidazol y 1-dcido
acético-2-metil-5-nitroimidazol respectivamente. Después de la oxi-
dacion del hidroximetabolito resulta la formacidn de pequefias canti-
dades de 1-(2-hidroxietil}-2-carboxi-5-nitroimidazol. También se -
forman 1os derivados glucordnidos y sulfato de metronidazol que tam-

bién son detectados en la orina.

E1 metronidazol y sus metabolitos de oxidacion excretados
en orina, representan aproximadamente el 35 al 65% de la dosis admi-
nistrada, Los metabolitos de reduccion del grupo nitro del metroni-
dazol son el acido N-(2-hidroxietil}oxdmico y 1a acetamida. Estos -
compuestos se detectan en 1a orina y representan aproximadamente 1 a

2% de la dosis administrada,

Despuds de una dosis de 500 mg de metronidazol por via -
oral o intravencsa, los niveles en plasma del hidroximetabolito son
de aproximadamente de 1 a 2 pug/mt y del metabolito dcido se detectan
solamente 0.20 ug/ml. Después de una dosis de 1500 mg de metronida-
zol, el hidroximetabolito se detecta en concentraciones altas, apro-
ximadamente 9 a 10 pg/ml. Con dosis miltipies de metronidazol por -
via endovencsa, los niveles sanguineos del hidroximetabolito repre--

sentan el 30% de 1a dosis y los del dcido solamente el 3%.
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La vida media del hidroximetabolito es ligeramente mayor -

que la del metronidazol y es de aproximadamente 9.7 horas.

Efectos adversos del metronidazol.

Las dosis masivas pueden ocasionar nduseas asociadas con -
vomito, pero las dosis terapéuticas generalmente sélo producen lige~
ras molestias gastrointestinales y se puede experimentar un gusto me

tilico, por la secrecidn de (I) en la saliva.

Cuando la terapia es prolongada y con dosis altas se puede
producir leucocitopenia, que es reversible cuando se deja de adminis
trar éste farmaco. La coloracidn café o café rojiza de l1a orina se
atribuye a la formacion de compuestos azoxi que son el resultado de
la reduccion del grupo nitro del metronidazol, probablemente causada

por las nitroreductasas de 1a flora intestinal. (6)

Se han reportado casos de alteracidn nerviosa con dosis -
[4]
grandes y/o en terapias prolongadas, presentiandose ataxia, disnea y
confusion. El mecanismo de este efecto adverso se desconoce pero se

atribuye a la acumulacion de I en el tejido nervioso.

Los estudios realizados en animales y bacterias han mostra
do evidencia de potencial mutagénico, tumorogénico y dismorfogénico
del metronidazol y sus metabolitos de oxidacign y reduccidn, pero mu
chos de estos estudios han sido considerados sin valor cientifico, -

ya que al realizar un andlisis retrospectivo sobre 1a incidencia de



tumores en los pacientes de tricomoniasis, no se encontré un incre--
mento en dicha incidencia. Por Tlo tanto es necesario definir con ma
yor claridad el mecanismo de accion del metronidazol, lo cual ayuda-~

ria a entender su potencial de toxicidad celular.



Descripcidn y propiedades del Metronidazol. {21)

Nombre Quimico: 2-metil-5-nitroimidazol-l-etanol;2-metil-
5-nitro-l-imidazoetanol ;1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol; -

1-(8-etinol }-2-metil-5-nitro-3-azopirol
Formula condensada:
C6H9N303

Formula desarrollada:

~ Peso molecular 171.15

Descripcion:

Es un polvo cristalino de coler blanco o crema, de olor -

débil, de sabor amargo y ligeramente salino. No es higroscépico.

Solubilidad:

Soluble en acidos diluidos, poco soluble en agua y en dime

tilformamida, ligeramente soluble en alcohol, cloroformo y &ter.

Punto de fusion:

Funde entre 159¢ y 163"C

Absorcion al U.V:

La solucién al 0.02 por 1000 (p/v) en cido clorhidrico -

-7 -



0.1 N presenta un minimo de absorcidn a 240 nm y un miximo a 277 rm

ed* L3,

con 1 em

Métodos de analisis para metronidazol.

Los métodos de andlisis del metronidazol pueden clasificar
se en tres grupos. El primero agrupa aquellos que utilizan las pro-
piedades quimicas o electroguimicas del grupo nitro. Su principal -
desventaja es la facta de especificidad y selectividad, pues se cuan
tifican sin distincion tanto el metronidazol como sus productos de

oxidacion.

En el segundo grupo se incluyen las técnicas cromatografi-
cas, con las que es posible obtener selectividades adecuadas para la

valoracion individual de metronidazol y otras sustancias.

En el tercer grupo se encuentran aquellos métodos que se -
basan en la medicién de la bioactividad, pero tampoco es posible di-

ferenciar con ellos al metronidazol de sus metabolitos.

Ademds de la selectividad, una diferencia importante entre
los tres grupos, es que mientras que con el d1timo es posible medir
la bioactividad total del espécimen ensayado, con los dos primeros -

no es posible obtener ésta informacion.

Para fines de comparacidn, a continuacion se describen bre

vemente 1os principales métodos informados para los tres grupos.



a)

B)

GRUPO L

Método volumétrico. (7)

Es una titulacidn no acuosa, empleando dcido perclérico como -
agente titulante. La muestra se disuelve en dcido acético y co
mo indicador se usa verde de malaquita. Se hace un blanco para

hacer la correccion necesaria. Es muy poco sensible.

Método espectrofotdmetrico. (8), (9)

Este método se basa en la determinacion de la absorbancia de -
una solucidon de metronidazol a 274 nm. La muestra se disuelve

en una solucidn de dcido sulfirico 0.1N en metanol, tratdndose

de igual manera a una solucién estdndar. Esta determinacidn re
quiere de una separacidn previa (si es que no se encuentra en -
un estado puro) por cromatografia en capa delgada. La cantidad
minima detectable que puede obtenerse mediante estos métodos oS

cila entre 0.5 y 1.0 ug/ml.
Método colorimétrico. (7)

EY metronidazol puede ser analizado por colorimetria, por reduc
cion del grupo nitro a Ta amina correspondiente, que a su vez -
es determinada por la formacidon de la sal de diazonio y poste--
rior copulacidn con diclorhidrato de N-{l-naftil)-etilendiamina

(reactivo de Bratton-Marshall).



CH,CH, O ~CHoCH,-OH

,{jf:]. ‘2 HH CH
02 | CH3 reduccion 5 2 | N?E 3

— CH,CH,-OH + -
kv Il N
HoN Na NO 2-[“ f
‘ EN_D' | s Hci —cl- |l I—%
+N2 N~ ﬁ 2 <
ﬁ:‘"\(c'lr 3+ ——_,

D)

CH CH2-0H

CH..CH..-OH NH-CH=CHy=iH,  H-CHy=CHy=NH,

~N
P P LH,CH,~OH
N= N ﬁ'

Una variacion del método antes descrito invelucra Ta hidrdlisis
alcalina del nitroimidazol, por lo cual dd como resultado 1a 1i
beracidn estequiométrica del idn nitrito que se determina con -
una diazoacidn de sulfanilamida en medio dcido para la forma---
cidn de la sal de diazonio, Ta cual se trata con un compuesto -
copulante como el reactivo de Bratton-Marshall, formandose un -
compuesto colorido que se determina espectrofotométricamente.

Estas dos formas de determinacidn colorimétrica son bastante Ta
boriosas. La cantidad minima detectable oscila entre 0.5 y 1.0

ng/ml.

Método polarografico. (7), {10), (11)

Este método se basa en la reduccion electroquimica del grupo ni
tro del metronidazol al grupo amino, esta reduccidn se realiza

en medio alcalino. E1 analisis polarogrifico se hace con una
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solucidn de concentracion de 5 ug/ml en solucidn amortiguadora
de pH = 3.8 + 0.2, El valor maximo del pico es aproximadamente
- 0.23 volts contra un electrodo saturado de calomel. EI1 méto-
do es rapido. La cantidad minima detectable varia de 0.1 a -

0.3 g/ml.
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Grupo 2

Dentro de este grupo encontramos los métodos cromotografi-
cos, tos cuales son selectivos. Las técnicas que se encuentran des-

critas en la literatura son:

A) Cromatografia en capa delgada. (7), (12)

ADSORBENTE ELUYENTE DETECCION Rf REFERENCIA
Gel de silice E-1 1 0.76 7
Gel de silice E-2 1 0.65 7
Gel de silice .  E-3 1 0.36 | 7
Gel de silice E-4 1,2 0.66 7
Silica F 254 E-5 3 0.15 7,12

E-1 1 Cloroformo:Metanol:Agua:Acido acético 74:20:4:2

£-2 : Acetona

E-3 : Benceno:Metanol:Hidréxido de amonio 79:20:1

E-4 : Cloroformo:Metanol:aqua Acido acético 74:24:4:2

£-5 @ Cloroformo:Acido acético 9:1

1. Atomizar con tricloruro de titanio al 1% y calentar a 130°C du-

rante 3 minutos. Atomizar después con dimetilaminobenzaldehido

en acido c¢lorhidrico 2N,

2. Saturar la placa con hipoclorito de t-butilo. Atomizar con una
solucion de almiddn al 1% solucién de yoduro de potasio al 1% -

(es mds sensible que 1).

3. Absorcion a 254 nm.
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8) Cromatografia de gases. (7), (10}, (8), {12)

Existen un gran nimero de métodos descritos en la literatu
ra para analizar metronidazol por cromatografia de gases, algunos de

ellos se mostraran a continuacion;

Empaque Ter?;fcu;mo (m]%?n) Detector I"":fr") E?%é")t Derivado
ov-1 3% 160 N, DIF 4.1 Alcohol Trimetil
Gas Chrom. @ ° (70) . miristi silil

lico(5,1)
o-17 3% 160 Argén: DCE - - Trimetil
Gas Chrem. Q : metano silil
90:10
(70)
ov-225 3% 250 N2 DCE 6.1 - -
Gas Chrom. W (50) o
DIF : Detector de ionizacion de flama.

DCE : detector de captura de electrones

La cantidad minima detectable mds pequefa entre los sistemas

antes descritos, es de 0.01 ug/ml.
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C) Cromatografia liquida moderna. (13), (14), (12)

E1 metronidazol y sus metabolitos pueden cuantificarse uti

lizando Ta técnica de cromatografia 1iquida moderna.

A continuacidn

se presentardn algunas condiciones de operacidn descritas en la lite

ratura.
Columna Empaque Fase Flujo Detector T.R. Estandar
(cm¥mm) (um) movil (ml/min) {rm) (min)  Interno
30 x 3.9 uBondapackC18 E-1 2.3 313 5.7 -
30 x 4 uBondapackC g E-2 2.0 324 5.0 -
15 x 4.6  Spherisorb 5  E-3 1.0 320 5.0 1-(hidroxi
s (5) propil-2-
metil-5-ni
troimidazo
. les.
x4 uBondapackC18 E-4 1.5 320 -
£-1 = Metanol:acetonitrilo:KH,P0, 0.005M pH =4 4:3:93
£ -2 = Acetonitrilo:Selucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M
pH = 4 8:92
£ -3 = Acetonitrilo:Solucién amortiquadora de fosfatos 0,01 M
pH = 5.5 15:85
E-4 = Acetonitrilo:Solucion amortiguadora de acetatos 20 ﬁm.
pH = 4 7:93

La cantidad minima detectable encontrada bajo éstas condi

ciones es de 0.1 ug/mi.
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GRUPO 3

Dentro de este grupo se encuentran las t8cnicas que cuanti-
fican directamente 1a bioactividad del metronidazol y de sus metabo-

litos inespecificamente.

Una de las técnicas que se utilizan, es la de tubo de dilu-

¢ion inhibitoria con Tricomona vaginalis como organismo de prueba.

Otro de los métodos utilizados es la técnica de dilucion de
agar que se basa en el principio de encontrar la cantidad minima -
inhibitoria que proporciona un indculo bacteriano especifico que se
expone al farmaco en una serie de cajas de agar incorporadas con me-
tronidazal. E) medio elegido contiene: tripticasa 1%, gelisato 1%,
extracto de levadura 0.5%, glucosa 0.1%, piruvato 0.1%, arginina -
0.1%, cloruro de sodio 0.5%, vitamina K 0.5 ug/ml, y agar. E1 medio
tiene los componentes ideales nutricionales mds adecuados para los
microorganismos anaerébicos. Una ventaja especifica de este método
gs que no se utiliza el medio enriquecido con sangre. Los organis--

mos de prueba son: C. perfringes, B. fragilis, B. thetaiota omi-=--

cron. (6), (15).

La eleccion de la técnica depende de miltiples factores, pe
ro en primer término de las caracteristicas de la muestra que se de-
sea analizar. En el caso del presente trabajo, en concreto, se de--
seaba desarrollar un método que permitiera determinar simulténeamen-

te el metronidazol y el producto de oxidacion (J), Imponiendo el re
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quisito de que fuera (itil, por una parte, para determinar el metabo-
Tito en muestras de metronidazol y determinar el metronidazol en una
muestra del metabolito elaborade en los laboratorios del Departamen-

to de Quimica Farmacéutica y Productos Raturales de la DEPqg.

Adicionalmente el mdtodo debia poderse extender a la deter-
minacion de ambos compuestos en muestras plasmaticas. Asi la necesi
dad de disponer de un método selectivo conduce a elegir alguna de -
las técnicas cromatogrificas. Ademds, la excesiva poca volatilidad
de (J) hace que las técnicas de cromatografia liquida sean las mds -
favorecidad y de ellas, por las ventajas que presenta, la cromatogra

fia liquida moderna,

Aln cuando en la literatura, como ya se menciond, se encuen
tran citades sistemas para el andlisis de {I} y alqunos de sus meta-
bolitos, no es el caso para el metabolito acido. Por lo que fue ne-
cesario estudiar el efecto de las diversas variables del sistema cro

matogrdfico. 0

1}
CH,~C-0H
CHZ-CHZ-OH 2




La cromatografia es una técnica de separacidn que asociada

a sistemas de deteccion de gran selectividad la han convertido en
uno de los procedimiento mas populares de andlisis. En sus ya casi
80 afios de existencia, la cromatografia es un area de la quimica ana
Titica aln joven y en pleno desarrollo. Uno de sus aspectos mds re-
cientes es la cromatografia 1iquida moderna, que se inicia a princi-
pios de los afios 70°cuando el desarrollio tecnolégico permite hacer -
realidad y 1levar a la practica las predicciones elaboradas afos an -

tes. Las caracteristicas mas sobresalientes de la técnica son:
Columnas reusables y de didmetro pequefio (2-5 mm)

. Columnas empacadas con particulas de muy pequefio didmetra (2-10

um).

. Presiones de entrada relativamente altas y flujo controlable de

la fase movil.

Introduccién precisa de cantidad de muestra y sin la necesidad ~

de usar muestras grandes.
Instrumentos automatizados.
Andlisis rapidos.

. Alta resolucion.

Usualmente 1a técnica se refiere como HPLC, siglas en in---

glés de cromatografia 1iquida de alta presion. Una desafortunada -
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eleccion que nombra a la técnica por una de sus desventajas, Ya pre-
sidn es el precio que se debe pagar por la gran eficiencia que se ob
tiene., Reconociendo el error pero tratando de conservar e} acronimo
HPLC, ya muy difundido, se cambia “pressure" por “performance" {fun-
cionamiento, ejecucidn) que nuevamente con poca fortuna se traduce -
al espafio) como “eficiencia”., En los @ltimos afios y reconociendo -
que, aungue falta mucho por desarrellar, difilcilmente se producirdn
cambios drdsticos, se ha preferido 1lamaria cromatografia 1iquida mo
derna para diferenciarla de la cromatografia liquida clasica (lo que
alin hoy, se realiza basicamente de la misma manera en que la conCi--

bié Tswet a principios del sigle. (17).

En vista de que existen numerosps textos que describen la -
técnica, especialmente el libro de L.R. Sayder y J.J. Kirkland (16),
obviaremos la descripcidn de los detalles mis generales y dedicare--
mos las siguientes pdginas a la presentacidn de los conceptos utili-

zados en el desarrollo de este trabajo.

La cromatografia liquida moderna se fundamenta en la distri
bucidn de los componentes de la muestra inyectada, entres dos fases.
Una de estas dos fases es la fase estacionaria con gran drea de su--
perficie y 1a otra es 1a 1lamada fase mdvil. La migracidon diferen--
cial de Tos componentes de Ya muestra es resultado del equilibrio de
distribucién de los diferentes solutos entre las particulas de la fa

se estacionaria y la fase mbvil,
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£l equipo cromatogrifico bisicamente estd constituide por -
un inyector, un sistema de bombas de alta presidn, columna empacada
con una fase estacionaria de particula muy pequefia ¥ un sistema de -
deteccign muy sensible. A continuacidn se presenta un esquema tipi-

¢o del sistema cromatografico.

-~ |
Ipmn I W —

Filtro Filtro Inyector Columna

Bomba Detector

X

Valvula

l |

Colrctor

Tiempo de retencidn: es el tiempo que la muestra permanece
dentro de 1a columna. Se mide desde el momento de la inyeccion has-

ta que eluye el miximo del picoe,
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En una columna la fase mdvil y las condiciones de operacion

dadas son constantes para cada compuesto.

Tiempo muerto: se representa por to 0 tm. Es el tiempo re
querido para eluir una muestra no retenida por la columna. Se mide
con el tiempo de retencidn de la fase mévil o de algin disolvente -

similar.

Tiempo de retencion ajustado; t;: es la diferencia entre
el tiempo de retencion y el tiempo muerto. Es el tiempo que permane

ce el soluto en la fase estacionaria.

Factor de capacidad; k™: es la relacion entre el nimero -
de moles del soluto en la fase estacionaria y el nlimero de moles en

la fase movil en condicignes de equilibrio,

k= n_/ n, = K Ve / Vm

E1 factor de capacidad puede calcularse a partir del croma-
tograma, la diferencia entre el tiempo de retencidn y el tiempo muer

to se divide entre el tiempo muerto.

k™ = (tr'to)/to

E1 factor de capacidad estd estrechamente ligado a la reso-
lucion y al tiempo de andlisis o cual se muestra de la siguiente ma

nera:

0
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En el siguiente cromatograma se mostrardn grdficamente al-

gunas definiciones cromatograficas,

tl
| re
o
I Y
) trl
1
[]
and |
o
|
L .
“4—
wbl sz '
Figura K

Selectividad (a): es una medida de la solubilidad diferen
cial de dos compuestos en la fase estacionaria. La selectividad es
un pardmetro importante dentro de la cromatografia, influye estrecha

mente en lograr una buena resolucion.

a = t;z / t;l = ké / ki

Eficiencia: es un sistema cromatogrdfico la eficiencia se
define como Ja cantidad de platos tedricos obtenidos o 1a altura -
equivalente de plato tedrico (HEPT). La ecuacién de N (nimero de -
platos tedricos) se obtiene considerando que la forma de la sefial
obtenida en el cromatograma es Guassiana y en el ancho en la base de

esa sefial es aproximadamente 4 veces el valor ded.,
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- 2 -
N o= 16 (t, /w)® N = LA

donde W, es el ancho del pico y H es HEPT

La eficiencia es un pardmetro que afecta la resolucidn.
Se ha mostrado que la eficiencia es funcidn de:

- Didmetro de las particulas del empaque de la columna.
- Flujo de la fase movil.

- Viscosidad de la fase mvil.

- Tipo de muestra y concentracién de ésta.

-  Temperatura de separacion.

- Longitud de la columna.

Resolucion: es una medida cuantitativa del grado de sepa-
racién obtenido entre dos compuestos en una columna determinada. La
resolucidn se puede calcular utilizando las sefiales o picos del cro-

natograma con la siguiente relacion: {Figura K)

R. = (t2 - tl) /o1 (t, -t

S wl w2)

Un valor de Rs igual a 1.0 significa que solamente el 2% -
de uno de 1os picos se superpone sobre el otro pico. Un RS igual a
1.5 significa una separacidn completa, Asumiendo que el nimero de -
nlatos tedricos (N) se mantiene constante para todos los picos del -

cromatograma, también que t1 = t2 y por 1o tanto twl = th, ademds

®
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sustituyendo ciertos pardmetros de las ecuaciones de k™, N y selecti

vidad (a) se 1lega a la siguiente ecuacidn:

Re = (1/4) IN  (a=1) (k*/2+k")

S

Es decir, la resolucion de dos picos depende de la selecti
vidad de la fase mbvil, de la eficiencia de la columna y del factor

de capacidad.

Tiempo de analisis: es aproximadamente igual a tiempo de
retencion del G1timo pico del cromatograma. Depende de la longitud
de a columna y del flujo y por lo tanto de la permeabilidad de la -
columna, factor de resistencia al flujo, caida de presion a través -
de Ta columna, viscosidad de la fase mivil y didmetro de las particu

las del empaque.

Problema general de l1a elucidn: el problema general de la
elucién ocurre en todas las formas de cromatografia cuando Tos valo-
res de k™ para los primeras y Gitimas sefiales de un sistema multicom
ponente difieren por mas de 10 unidades de k™. Los primeros picos -
se presentan poco resueitos (valores de k™ bajos) y los Gltimos pi--
cos estan resueltos pero muy difusos, tanto que, la deteccion es muy

pobre o bien no se realiza.

La manera mas comin de resolver este problema es mediante

el uso de la técnica 1lamada gradiente de elucidn donde 1a composi--
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cidon de la fase mdvil varia continuamente a través de todo el andli-
sis. Otra manera de resolver el problema general de la elucifn es -
variar la temperatura de 1a columna o el flujo. Se ha observado que
con la variacion de la temperatura se gana muy poco ya que los cam--
bios de viscosidad y 1a falta de equilibrio térmico en ia columna re
ducen la resolucion. La desventaja de la programacion de flujo es -
que el equipo necesario es costoso. Un camino alterno es analizar -

la muestra con 2 & 3 sistemas de disolventes diferentes.

Gradiente de elucidn; 1lamade también "programacién de di
solventes". En el gradiente de elucidn se desarrolla un cambio en -
la composicidn de la fase mbvil aumentando progresivamente la "fuer-
za" del disolvente. Al inicio del programa, la concentracion del di
solvente "débil1" es mayor proporcionando de esta manera valores mas

grandes de k™ mostrando asi una mayor separacion.

Progresivamente 1a fuerza del disolvente se va incrementan
do y los G1timos picos reducen sus valores de k™ proporcionando un -
tiempo de analisis menor. Empleando &sta técnica es posible obtener
un maximo en la resolucion y en la sensibilidad. E] gradiente de -

elucion puede ser lineal, céncave o convexo,

La ventaja principal de la técnica es que proporciona mixi
ma resolucidon por unidad de tiempo, y una desventaja es que Timita -

el nimero de detectores que se pueden emplear.
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Los requerimientos basicos para un sistema de gradiente de

elucidn son: -

debe

€1 gradiente debe ser reproducible.

E1 flujo debe ser constante ya que éste afecta el tiempo -

de retencidn y por ende los resultados cuantitativos.

Seleccidn de la fase mbvil: al elegir una fase mbvil se -

pensar en las siguientes condiciones:

La muestra debe ser soluble en la fase movil.

No debe degradar o disolver la fase estacionaria.
Tener baja viscosidad.

Debe ser compatible con el tipo de detector usado,

Tener 1a polaridad conveniente para permitir una retencién
aceptable de la muestra. Es deseable en general un valor

de k” entre 2 y 10.

Fase quimicamente unida: los empaques de columnas mds uti

lizados son Jos de fase estacionaria orgdnica quimicamente unida. -

Estos empaques son muy estables ya que la fase estacionaria estd qui

micamente unida al soporte y es dificil que esta se pierda durante -

el uso.

Tiene la ventaja que puede usarse en técnicas de gradiente

de elucién, pero tiene la desventaja de la pobre reproducibilidad de

algunos empagues comerciales.
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Los empaques mas estables son los siloxanos (Si-O-Si-Cn) -

Estas fases son hidroliticamente estables en un intervalo

de pH entre 2 y 8.5.

E1 mecanismo de retencion en este tipo de fases no esta -
bien definido. Existe una tedria que dice que los solutos se adsor-
ben en la superficie del recubrimiento orgdnico y otra de que existe
un fendmeno de particion de las moléculas del soluto entre las molé-

culas de la fase estacionaria y la fase movil.

Cromatografia en fase inversa: la cromatografia en fase -
inversa utiliza una fase estacionaria no polar, usualmente quimica--
mente unida de grupos alquil (hidrocarburos de 8 a 18 carbones). La
retencion del soluto se incrementa al aumentar la longitud de la ca-
dena alquilica o el % de carbon. También existe una relacidn entre
el tamano del grupo alquil y la capacidad de la muestra. Si aumenta
el contenido de carbon de la fase estacionaria también aumenta la ca

pacidad de la muestra.

La fase movil usualmente estd constituida por mezclas de -
metanol/agua donde la proporcion de €stos debe encontrarse experimen
talmente. Otros disolventes que pueden sustituir al metanol son:

acetonitrilo y tetrahidrofurano.

En el caso de que el soltuto contuviera moléculas ionizadas

o ionizables, es necesario fijar el pH en la fase mdvil. También -



con el pH se logra modificar 1a selectividad entre moléculas neutras

e ionizadas.

Equilibrios quimicos secundarios: cuando en el sistema de
separacion se presentan equilibrios quimicos secundarios que propor-
cionan una posibilidad adicional para el control de la distribucidn
de Tos componentes de una muestra entre la fase estacionaria y la fa

se movil,

La conversidn de un 3cido orgdnico o base en una sal solu-
ble en agua, permite su extraccidn acuosa de la fase orginica. De =
ésta manera las bases y los dcidos orgidnicos pueden ser separados de

compuestos orgdnicos neutros.

A continuacion se mostrard una figura donde se presentan -
Tos equilibrios quimicos secundarios de las muestras de interés para

este trabajo.
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Distribucion de metronidazol entre la fase estacionaria y -

la fase mévil y el equilibrio dcido-base en la fase movil,
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(87)

Fase mavil

Distribucion de metabslito entre la fase estacionario y la

fase mpvil v los eyuilibrios dcido-basn en la fase movil,
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E1 aspecto cuantitativo de éste fendmeno puede describirse

de la siguiente manera:

(8)

N 3

(B)

m ¢ e

Con 1a constante de reparto K = (B ),/ (B )m

donde ( B )e es la concentracion de B en la fase estacio-

naria. (B )m es la concentracion de B en la fase mdvil.

fuando la columna es no polar (octadesilsilano) como es -
éste caso, la fase movil es polar {(acuosa) y cuando los solutos tie-
nen equilibrios dcido-base, se establecen equilibrios de disociacidn

en la fase movil.
+ +
(8 ), + (0" ) === (18" ),
Con 1a siguiente constante de disociacién.

kg = (807, (8)

+
] /LT,

m

Considerando otro término, la razdn de distribucidn ( D ..
D= (B),/(8) + (")
- e m m

De &sta ecuacion y de la constante de acidez se obtiene la

siquiente relacién:

+ +
D = Kk (0" 4 (H0t) 4k,
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La ecuacion anterior nos permite hacer las siguientes con-

sideraciones:
§i (H3O+ ) >> k, entonces D = K
i (H0") = k,  entonces D = K/2

S (H3o+ ) << k, entonces D K

Los equilibrios de 1a especie HB son simjlares.

HB + HOH =B + H3o+
+

HB + H3o+ =, 8" + KO0

Con sus respectivas constantes de reparto y acidez:

D = (H8), / (HB),
D = (W), / (HB) + { hye* ). .
D = K(%N) / (Hg") + k

NOTA: la especie B representa al metronidazol y HB al ééido -

(2-metil-5-nitro~imidazolil-1) acético.
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La retencidn también se ve afectada por la constante de re

parto, la constante de acidez y el pH como se muestra a continuacion:

Vy = VR =Wy =K 'VL b = (HA)e / (HA)m
K, = (H07), (A7) 7 (HA),

- . ot t . -
K= (Slg 7 (S) = (WA, / (), + (A7)

K = mugﬁmym+%~wmm/mﬂqm

. . ‘,-(.," +
log Vp = _IQS'fD V- log 1+K, / (Hy0")

SipH<<p Ké'-entonces (H30+) » K, entonces 1 >> Ka / (H30+)

log V&l = Tlog v - logl = constante.

Si pH >» .p K, entonces (H30+) << Ka entonces 1 << K, / (H30+)

Tog Vg = Tog DV, - log ./ (H30+)

n

log Vp = Tog DV f PK, - pH,
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Detector U.V.: es el detector usado mis ampliamente ya -~
que tiene una gran sensibilidad y permite obtener alta reproducibili

dad.

La concentracion del soluto en la celda de flujo se rela--
ciona con la fraccion de luz transmitida a través de la celda. Esta

relacidon sigue la Ley de Beer.

A = log I0 /1 = be

Estos detectores son apropiados para determinaciones por -
gradiente de elucion, La eleccion de los disolventes de la fase mé-
vil no constitiye una limitacidén prictica ya que Ta mayoria de €stos

no absarben en el intervalo ultravioleta mis usado.

Las caracteristicas de este detector se resumen a continua
cion:

- Tiene sensibilidad muy aita.

- Posee un buen intervalo 1ineal (aprox. 105).

- Se usan pequefios vollmenes.

- Es relativamente insensible a los cambios de fiujo de la -
fase mévil y a los cambios de temperatura.

- Facil de operar.

- Es muy confiable.

- No destruye la muestra.
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- Variacion grande en la respuesta para solutos diferentes.
- Es factible hacer gradiente de elucion.

- La longitud de onda puede seleccionarse.

Sensibilidad: se define como la relacidn que existe entre
la sefial generada y la cantidad de muestra que genera dicha sefial.
Esta propiedad nos proporciona informacion acerca de la cantidad mi-
nima detectable ya que ésta puede estar severamente limitada por el

ruido.

Ruido: es la variacion de la sefal del instrumento que no
es atribuida a la muestra. Las sefiales del ruido aparecen en forma
aleatoria afectando el limite de deteccidn. Algunas fuentes del rui
do son inherentes al detector o a los cambios de temperatura, la com

posicion de la fase mévil, el flujo y la presidn.

Linealidad del detector: el intervalo lineal del detector
se puede definir como la relacidn entre la concentracidn mixima y mi
nima respecto a las cuales la respuesta es lineal, es decir la sefal

es directamente proporcional a la cantidad de muestra.

Cantidad minima detectable: se considera como Ta concen--
tracion o masa de soluto que pasa a través del detector por unidad -
de tiempo que proporciona una sefial de razon 2 respecto al ruido.
Generalmente se considera como la minima concentracidn o masa de so-

luto que puede ser detectada adecuadamente. Este parimetro es depen

diente del sistema cromatogrdfico.
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ITT.  PARTE EXPERIMENTAL .



I,

EQUIPO.

Cromatografo de 1iquidos con detector de longitud de onda
fija u.v-visible Modelo 440 y programador de disolventes

Modelo 660, Waters Ass.
Registrador Ommiscribe, Houston Instruments.
Integrador Hewlett~Packard Modelo 3390 A

Columna de acero inoxidable uBondapack C18 de 10 pm, 25 cm

de longitud y 0.2 cm de didmetro, Waters Ass.
Precolumna uBondapack C18 Vaters Ass.
Potencidmetro Beckman Century.
Espectrofotometro Beckman DU-7,

Agitador vortex Maxi-mix, Thermolyne.

Baiio ultrasonico.
MATERIAL Y REACTIVOS.

Microjeringa de 25 ul Hamilton.
Microjeringa de 100 w1 Hamilton.

Metronidazol, proporcionado por Laboratorios Syntex, S.A.
Lote RF-15A,

Acido (2-metil-5-nitro-imidazolil-1) acético; obtenido y -
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purificado en el Departamento de Quimica Farmacéutica y -
Productos Naturales de la Division de Estudios de Posgrado
de la Facultad de Quimica UNAM. Proporcionado por la Dra.

Ofelia Espejo.

Plasma obtenido de voluntarios.

Acido clorhidrico 0.1 N Merck.

Fosfato moncbisico de sodio R.A. Baker.
Fosfato dibdsico de sodio R.A. Baker.
Acido fosforico R.A. Baker.

Acetato de sodio R.A. Merck.

Acido acético R.A. Baker.

Acido tricloroacético Baker, solucion al 5%,
Hidroxido de sodio 0.5 N Merck,
Cloroformo R.A. Merck.

Acetonitrilo Uvasol Merck.

Metanol Uvasol Merck.
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I,

[11.1

I11.2

DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS.

Absorcion del metronidazol y del dcide (2-metil-5-nitro -
imidazolil-1) acético en el intervalo ultravioleta. Se ob
tuvieron los espectros de absorbancia en funcion de Ta lon
gitud de onda, en la reqién de 400 a 200 nm, Para ello se
prepararon soluciones de 50 ng/ml, de cada uno de los com=-
puestos en dcido clorhidrico 0.1 N. Las condiciones de ope
racion del espectrofotdmetro fueron las siguientes: abertu
ra 0.2 nm, velocidad de barrido 100 nm/min, espesor de la -

celda 1 cm.

Seleccidn de las condiciones de elucion cromatografica:

En todos los casos se utilizd la columna de fase fnversa -
descrita., Se estudid el comportamiento de los solutos con

tas fases moviles que se describen en la Tabla I, con un -
flujo de 1 ml/min, e inyectando 10 u1 de soluciones de 50 -
pg/ml de cada uno de ellos en acido clorhidrico 0.1 N, La

deteccidin se realizd a 280 nm, con una amplificacién de 0.1
AUFS. En cada caso se determinan los valores de k~, 1, vy N
(factor de capacidad, simetria y nimero de platos tedricos)

para ambos compuestos.
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TABLA I

1. Metanol : Agua (1% dcido acético)
De 10% a 90% de metanol en sistema isocrdtico.
T
2. Solucion amortiguadora de acetatos pH=4.7 : Metanol
De 10% a 60% de metano! en sistema isocritico.
1
3. Solucidn amortiguadora de fosfatos pH=5.5 : Acetonitrile
85 : 15  (14), (12)
1L
4. Solucion amortiguadora de fosfatos pH=5.5 : Metanol
De 5% a 90% de metanol en sistema isocrdtico.
4
5. Solucidn amortiguadora de fosfatos pH=4.5: Metanol
98 : 2;95 :5 ;85 : 15 en sistemas isocrdticos.
+
6. Solucian amortiguadora de fosfatos pH=6.5: Metanol
95:5 : B85:15 en sistemas isocraticos.
111.3 Eleccion de un gradiente de composicién de la fase mdvil:

Con el objeto de mejorar la calidad de los cromatogramas -
de la mezcla de los compuestos, se estudiaron los gradien-
tes de composicién que se indican en las Tablas II y III.

Las demis condiciones fueron las mismas que en III.2,
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TABLA 11

% Metanol Tiempo Curva
(minutos)

2-50 20 Tineal
2-50 10 Tineal
2-15 15 Tineal
2-15 25 Tineal
2-30 15 13 l}eal
2-30 20 k)
2.15 15 3?,££;/’

TABLA III
i % Tampon de fos Tiempo Curva
fatos pH = 5.5 (min}
98-50 15 ; lineal
98-80 25 Tineal
98-80 15 tineal
98-80 15 a7
98-80 15 1/
3/
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I11.4

I11.5

fantidad minima detectable.

Para la determinacitn de la cantidqp minima detectable, se
inyectaron 5 pl de soluciones de metronidazol y su metabo-
lito en acido clorhidrico 0.1 N de las siguientes concen--
traciones:

Metronidazol: 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, y 1 wg/ml.
Metabolito: 20 wg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, y 1 pg/mi,

Las condiciones de operacidn fueron las siguientes:
Gradiente de elucidn de 98 - 80% de amortiguador de fosfa-

tos pH=5.5 y metanol en 15 minutos con una curva lineal.

Flujo de 1 ml/min, deteccidn a 280 nm, con una amplifica--
cion de 0.05 AUFS, atenuacidn 8, velocidad de la carta a -

0.5 ecm/min.

La cantidad minima detectable fue considrada como la mini-

ma concentracién que pudo ser detectada adecuadamente.

Linealidad de la respuesta.

Para determinar el intervalo lineal de respuesta, se inyec
taron 5 ul1 de soluciones de los compuestos en acido clorhi

drico 0.1 N de las siguientes concentraciones:

Metronidazol: §6,10,40,60,80,100,200,320,400 y 600 ng/ml
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Iv.

Iv.l

Metabolito: 5,1¢,40,60,80,100,200,320,400 y 600 pg/ml

Utilizando las mismas condiciones de operacidn que el II1,4

PREPARACION DE MUESTRAS PLASMATICAS.
Extraccion del metronidazol.

Se realizé de acuerdo a la referencia (19) que consiste en

1o siguiente:

a)

b)

d)

A 1 ml de plasma se le adiciona 1 ml de dcido tricloroacé-

tico al 5%, se agita vigorosamente y se centrifuga.

E1 sobrenadante se separa y se le ajusta el pH a un valor

de 9.0 con hidroxido de sodio 0.5 N.

Se extrae 4 veces con 6 ml de cloroformo agitando durante

2 minutos, se recolectan los extractos y se evaporan.

E1 residuo se reconstituye con 2 ml de acido clorhidrico -

0.1 N.

Finalmente se inyectan 25 u1 de cada solucidn reconstitui-

da en el cromatdgrafo.

Para comprobar la efectividad del método en la determina--

cion de metronidazol en plasma, se prepard una muestra de plasma con

5 wg/mi de metronidazol adicionado in vitro,
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Para esto se tomaron 50 pl de una solucidn en cloroformo -
de metronidazol en concentracidn de 0.1 mg/ml. En un tubo se evapo-
ro el cloroforme con ayuda de una bafio de vapor y una fuente de ni--
trogeno y se adicioné 1 ml de plasma, agitando enérgicamente, la -
muestra asi tratada se prepard siquiendo e} procedimiento de extrac-
cion descrito. Simultineamente se extrajo una muestra de plasma a -
1a que no se le adiciond metronidazol. e las soluciones finales se
inyectaron 25 ul al sistema cromatogrdfico, utilizando las condicio-

nes descritas en I11.4,

1v.2 Extraccion del dcido (2-metil-5-nitro-imidazolil-1)acético.

La extraccidn se realizé de la siguiente manera:

a) Se toma 1 ml de plasma y se transfiere a un tubo de ensayo,
se adiciona 1 ml de dcido tricloroacético al 5%, se agita

vigorosamente y se centrifuga.

b) Se prepara el sobrenadante y se le ajusta a pH 9 con hidrd
xido de sodio 0.5 N. E1 metabolito dcido estd en forma di

sociada.

Se lava con 10 ml de cloroformo, desechdndose después la -

fase orgédnica.

¢)  Se inyectan 5 yl de esta solucidn en el cromatfgrafo.
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De igual manera que en el caso del metronidazol, se prepa-

rd una muestra de plasma adicionado de la sustancia en cuestidn.

Se utilizaron las condiciones descritas en III.4.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION



Eleccion del Detector.

En la figura 1 se encuentran los espectros de absorcidn en
la regidn de ultravioleta del metronidazol y su metabolito. Los dos
compuestos presentan un miaximo de absorcion a 276 nm, lo que coinci-
de satisfactoriamente con el valor (272 nm) informado para el metro-
nidazol. Los coeficientes de absortividad calculados son 13.72 y -
6.084 para {I) y (J) respectivamente. Estos resultados muestran que
es posible utilizar satisfactoriamente el detector de u.v. disponi--
ble, de longitud de onda fija de 28C nm. E1 uso del detector u.v. -
tiene ventajas, pues ademds de su estabilidad y bajo nivel de ruido

permite utilizar gradientes de elucidn sin prablemas.

Eleccion de 1a Columna.

Como se puede observar, en los datos mostrados en la pigi-
na 13, en los trabajos publicados para la determinacidn de metronida
zol por Cromatografia de tiquidos de alta resolucidén, se han utiliza
do en todos los casos columnas de fase inversa quimicamente unida.
Esto se debe a la solubilidad de {I) en soluciones acuosas o hidroor
gdnicas en medio dcido, con To que es posible trabajar con este tipo
de columnas. Ya que (J) también es soluble en estos medios, se decj
di6 utilizar una columna de estas caracteristicas y aprovechar las -

ventajas de este tipo de cromatografia.
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FIGURA 1

Espectros de absorcion ultravioleta
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Eleccion de la fase movil.

Una vez elegida la columna es necesario seleccionar la fa-
se mdvil apropiada. Esto es, que debemos obtener una retencidn ade-
cuada (2 < k”< 10) de los compuestos de interés, con selectividad su
ficiente {« » 1) para resolver adecuadamente el problema (R>1). En
e} caso de fase inversa, es frecuente utilizar mezclas Agua/Metanol
ademds de tener propiedades cromatogrificas adecuadas son, dentro de
los disolventes para cromatografia liquida moderna, los de menor cos
to. La variacidn de la composicidn de mezclas de un disolvente -
"fuerte" (Metanol) y un "débil" (Agua) permite manipular en un am---
plio intervalo la retencidn de los solutos. Si una vez que se ha ob
tenido una retencién apropiada la selectividad no es suficiente, de-
berd cambiarse el disolvente fuerte por otro con otras interacciones
especificas. Por ejemplo el metanol puede cambiarse por acetonitri-

lo o tetrahidrofurano.

Adicionalmente, en el caso del metronidazol y de su metabo
lito es necesario controlar sus equilibrios dcido-base que se presen
tan como equilibrios quimicos secundarios. Esto es posible fijando
el valor del pH de la fase mdvil. Por esta razdn se intentd determi
nar los valores de pKa, que no se encuentran informados, a partir de.
los datos de valoraciones potenciométricas y por cromatografia liqui

woderna. Sin embargo las curvas de titulacidon obtenidas no mos--
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traron un punto de equivatencia lo suficientemente cuantitativo para
realizar la determinacidn con confiabilidad, asi mismo los tr no mos

traron diferencias apreciables.

Asi se decidio estudiar el comportamiento cromatografico a

diferentes valores de pH.

En cada uno de los sistemas estudiados (Tablas I, II y II)
se encontraron los valores de k*, y N que se muestran en las Ta---
blas A, B, Cy D. Los valores de N {ndmero de platos tedricos) no -
se determinaron para todos los casos, solamente para aquellos que de

acuerdo con los otros parametros resultaban practicos.

TABLA A

Metanol : Agua con 1% de dcidc acético.

Metronidazol Metabo1iio
% Metanol k® 1 % Metanol k” n
90 0.24 2.1 90 0.10 0.33
80 0.22 2.5 80 0.10 3,33
70 0.27 2.35 70 0.06 2.7
60 0.29 | 2.05 60 | 0.00 1.8
50 - 0.49 2,00 50 0.00 2.33
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Los valores obtenidos de k™ para metronidazol y su metabo-
lito dcido, son demasiado pequefios, no se separan del volumen muerto,
ademds no hay resolucidn entre las dos sefiales. Esto significa que
Tos equilibrios del tipo B + Hy0' = H3" + HOH para el metronidazo} -
y HB + H30+ = HZB+ + HOH para el metabolito, en la fase movil, estan
desplazados hacia la dereche, impidiendo asi su retencién en la fase
estacionaria. La simetria no es adecuada para ninguno de los dos ca
s0s. Esta simetria se debe quizd a la fuerte interaccion entre las
moléculas del soluto que se encuentran ionizadas y los grupos libres
$i-0H de la fase estacionaria o bien que puede coexistir la especie
HB. Los cambios en la proporcidn de metanol casi son independientes
de k™ ya que pueden caer dentro del error experimental a excepcién -
del metronidazol a un 50% de metanol donde sufre un cambio de aproxi

madamente de 0.2 unidades.

TABLA B
Solucion amortiguadora de acetatos pH=4.7 : Metanol
Metronidazol Metabolito

% Metanol k™ 1 k” 1
90 0.00 1.5 0.00 2.0
80 0.00 2.0 0.00 2.0
70 0.00 1.5 0.00 2.17
60 0.21 2.67 0,00 2.31
50 0,24 3.33 0.00 4.00
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En este caso también se observa que las sefiales del metro-
nidazol, ain tienen un valor de k™ muy parecido al volumen muerto -
sin importar 1a proporcion de metanol, lo cual indica que a este va-
Tor de pH 13 especie que predomina es HB*. La sefial no es simétrica

para ninguno de los casos de variacidn de metanol en la fase mévil.

Observando los resultados del dcido (2-metil-5-nitro-imida
zolil-1) acético, también se deduce que predomina 1a especie HZB+ ya
que la sefial se obtiene en el volumen muerto. Todas las sefiales pre
sentan asimetria debido quizd a la interaccion de la especie B™ y -

los grupes Si-OH libres de la fase estacionaria.
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TABLA C

Solucion amortiguadora de fosfatos pH=5.5 : Metanol

Metronidazol Metabolito
% Metanol k™ 1 N k- 1 N

90 0.12 1.29 451 0.00 5.00 -
80 0.14 1.49 3le 0.00 1.89 130
70 0.16 3.00 218 0.00 1.96 254
60 0.18 4.60 203 0.00 3.88 190
50 0.24 2.67 1812 | 0.00 2.25 1594
40 0.24 3.50 231 0.00 2.97 133
20 1.00 1.75 2381 0.14 2.50 1156
15 2.22 1.27 3298 | 0.25 2.00 1093
11.11 4.25 1.5 6359 | 0.64 1.30 1586

5 10.21 1.09 4719 | 1.46 1.20 1919
2 - - - 2.09 0.86 2759

Los valores de k~, 1 ¥ N del metronidazol a un 2% no se obtu-

vieron ya que resultaba impréctico porqué el tiempo de andlisis era

muy grande.

Dentro de estos valores a pH=5.5 ya que se observan cam

bios en el factor de capacidad y simetria por Jo que se deduce que -

. - . + +
ambas sustancias no estdn completamente como las especies HB vy HZB .
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Con los datos obtenidos se construyd una grafica del fac--
tor de capacidad contra % de metanol, ver Figura II y III. Se obser
va que los valores mis adecuados de k™ para ambas sustancias no coin
ciden a la misma proporcion de metanol en la fase mévil. E1 valor -

optimo para metronidazol se encuentra entre un 5 y 15% de metanol y

para el metabolito esta por debajo de 2%, lo que sugfere que en un

sistema isocrdtico no lograriamos una separacion adecuada de ambas

sustencias en un tiempo razonable, por lo que fue necesario buscar

un sistema de programacion de disolventes.

En cuanto se refiere a la asimetria del metronidazol, se

observa un aumento de ésta a medida que disminuye }a proporcién de

metanol en el sistema de elucion, hasta 1legar a un 60%, ya gque des-
pués las sefiales son mas simétricas. E) valor mds adecuado de sime-

tria para ésta sustancia se encuentra entre un 5y 15% de metanol.

En el caso del dcido (2-metil-5-nitro-imidazolil-1) acéti-
co se ohservan valores muy heterogéneos, pero la mejor proporhién pa

ra lograr una buena simetria estd entre 2 y 5% de metanol.

La mixima eficiencia en éstas condiciones de operacidn es
a un 11.11% de metanol para el metronidazol y a un 2% para el metabo

Tito, Ver Figuras IV a XI,
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FIGURA 1V
11.11° Metanol:
88.89 Amortiguador de

fosfatos pH = 5.5




FIGURA ¥
20% Metanol :80% Amortiguador
de fosfatos pH = 5.5



FIGURA VI

Metanol : Amortiguadoer fosfatos

pH = 5.5  40:60
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FIGURA VII

Metanol : Amortiguador fosfatos pH = 5.5 50;50
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FIGURA VIII

Metanol : Amortiguador fosfatos
pH = 5.5  60:40
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FIGURA IX

Metanol : Amortiguador fosfatos

pH = 5.5 10:30
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FIGURA XI
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pH=5.5 90:10
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Con el objeto de lograr una mejoria en el factor de capaci

dad, simetrfa y eficiencia en las seflales de ambas sustancias, se hi

cieron modificaciones en el pH de la soltucidn amortiguadora de la fa

se movil. Los pHs estudiados fueron 4.5 y 6.5.

En la siguiente tabla se anexarén algunos resultados que -

ya se mostraron antes (con solucién amertiguadora a pH=5.5) para ha-

cer mds facil la comparacién en los tres valores de pH.

TABLA D

Solucion amertiguadora de fosfatos pH 4.5 y 6.5 : Metanol.

Metronidazol Metabolito
%
Amortiguador  pH k” 1 N k 1 N
85 4.5 2.25 1.96 2763 0.59 2.00 1892
5.5¢% 2.22 1.27 3298 0.25 2.00 1093
6.5] 2.68 1.36 2500 0.61 1.63 3600
a5 4.5 - - - 1.26 2.06 2787
5,51 10.21 ] 1.09 4719 1.46 1.20 1919
6.5 - - - 2.55 1,95 4056
98 4.5 - - - 2.04 2.02 3556
5.5 - - - 2.09 0.86 2759
6.5 - - - - - -
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Los valores que no aparecen a un 95 y 98% es porqué resul-
taba poco practico obtenerlos ya que los resultados del metabolito -
no mestraron ser mejores que a pH=5.5, por lo tanto si una sefial no

es adecuada, entonces la cuantificacion simultinea no resulta.

Analizando los valores obtenidos de metronidazol, se obser
va que el factor de capacidad casi no sufre ningln cambio a un 85% -
de solucidn amortiguadora, pero si sucede con la simetria de la se--
hal, el valor que mis se acerca al valor tedrico mas adecuado es a -
pH=5.5. A este mismo valor de pH se observa una mejor eficiencia de

la sefial.

También a un 85% de solucifn amortiguadora se estudi6 al -
metabolito, la mejor eficiencia y simetria de la sefial se encontrd

a pH de 6,5.

Con 95% de solucidn amortiguadora de fosfatos se encontrd
una muy pequefia mejoria de k” del metabolito a un pH de 6.5 pero que
no se repitid con la simetria la cual resuité ser mejor a pH=5.5. -

La eficiencia resultd ser mejor a pH 6.5.

A un 98% de solucion buffer, k™ casi no varid, la simetria
mds adecuada se encontrd a un pH de 5.5, To que no sucedid con la -

eficiencia que se encontrd a pH 4.5.

Al comprobar que a pH de 5.5 se obtienen los mejores resul

tados, ademds de que el metronidazol y su metabolito no se eluyen en
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la misma composicidn de la fase movil, fue necesario probar algunos
sistemas de programacion de disolventes para asi obtener un tiempo -

razonable de andlisis.

Los sistemas de programacion probados pueden observarse en

las Tablas II y III.

En todos los sistemas de programacion no se observé una me
Joria notable con respecto a los sistemas isocrdticos ya que todo pa
recia indicar que se requeria de un cambio grande en Ta proporcidn -
de los disolventes y en un tiempo muy corto. Sin embargo, se encon-
tré un sistema de programacién de disolventes que resolvia el proble
ma y que ademds eluia un pico adicional que quizd es una impureza -
que contiene el metabolito. En éste sistema, la "corrida" termina -
en aproximadamente 7 minutos lo cual resulta conveniente para un and

Tisis de rutina. Un cromatograma se muestra en la Figura XIT.

Los valores de k“aparente, simetria y eficiencia obtenidos

son:
Metronidazol Metabolito
k* q N ' k™ q N
5.9 1.2 3653 3.0 1.07 1267




Estos parametros nos indican que éste sistema de programa-
¢idn resulta conveniente ya que su simetria y eficiencta son buenas,
ademds de que el factor de capacidad de ambas sustancias permiten un

tiempo de andlisis muy corto,

El sistema de elucién es el siguiente:

98-80% de solucidn amortiguadora de fosfatos pH=5.5 coh‘Mg; 3]i

tanol en 15 minutos con una curva lineal.
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Figura XII_
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Cantidad minima detectable.

La cantidad minima detectable para ambas sustancias es de
5 ng en las condiciones del método desarrollado, a una atenuacion de
8 y una sensibilidad de 0.05 AUFS. No se usd una atenuacidn menor -
por inestabilidad de la linea base, por lo que minimo detectable se

ve limitado por la estabilidad del sistema.

La cantidad minima detectable se encantré al inyectar 5 j!
de distintas soluciones a diferentes concentraciones y que se detec-
tan adecuadamente. De ahi se deduce que si 5 ng estédn en 5 pl enton
ces tenemos 1 ng/pl y por lo tanto se puede cuantificar 1 yg/ml de -

plasma.

Linealidad de la respuesta.

En las Tablas IV y V se muestran los resultados de la cur-
va de concentracion contra drea, 1o cual demuestra que la curva es -
lineal en ese intervalo de concentracidn. También se proporcionan -

los valores de la pendiente, intercepte y coeficiente de correlacidn.

Los resultados que se muestran son el promedio de tres va-

lores.

En la Figura XIIIse muestra la curva de linealidad para am

bas sustancias.
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FIGURA XIII
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GRAFICA IIl.- Linealidad de la respuesta

- 67 -

1.0



TABLA IV

Metronidazol
ug Area x 10°
0.02 3.638
0.05 9.531
0.10 19.736
0.20 39.574
0,25 50.487
0.30 61.811
0.40 82.048
0,50 101.040
1.00 205.541

Factor de correlacién

0.99995

Pendiente = 206.0887 x 10°

Intercepto = 0.8627 x 10

3
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TABLA V

Acido (2-metil-5-nitro-imidazolil-1)

acético
ug Area X 103
0,025 4,678
0.05 9.029
0.20 30.872
0.30 49.270
0.40 61,308
0.50 78,350
1.00 157.078

Factor de correlacién = 0.9998

Pendiente = 155.98 x 10°

Intercepto = 0.648063 x 10°
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Métodos de extraccidn en plasma.

Confirmando las propiedades dcido-base del metronidazol y
de su metabolito, la extraccifn se realiza ajustando el pH a un va--
Tor de 9.0 (12). A &ste pH la especie que predomina es la neutra en
el caso del metronidazol y para el caso del metabolito acido es la -
especie desociada HB™ de ahi que se desprende que el metronidazol se

cuantifigue en la fase orgdnica y el metabolito en la fase acuosa.

Esta extraccion resulta dificil ya que la extraccion si se
puede realizar en la misma muestra de plasma pero inyectando la fase

acuosa y la fase organica.

El sistema de elucidn resultd adecuado para cuantificar am

bas sustancias sin interferencias de especies del plasma.
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FIGURA  XIV

Extraccidn de metronidazol en plasma.
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FIGURA XV

Extraccidn del metabolito en plasma
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3.93°
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v, CONCLUSTONES



En el presente trabajo se desarrollé un método para cuanti

ficar metronidazol y uno de sus metabolitos por cromatografia de 1i-

quidos de alta presidn, determinando 1a cantidad minima detectable -

y la Tinealidad de la respuesta.

Y se llegaron a las siguientes conclusiones:

La separacion y cuantificacidn simultanea se realiza em=--
plenado un gradiente de elucién de 98-80% solucidn amorti-
guadora de fosfatos pH=5.5 y metanal en 15 minutos y con -
una curva lineal a 280 nm y un flujo de 1 ml/mm, mostrando
asi valores adecuados de simetria, eficiencia y factor de

capacidad.

La cantidad minima detectable es de 5 ng/ml de plasma para
ambas sustancias, ademas el método es lineal en un rango -

de 0.02 a 1.0 ug para ambas sustancias.

La muestra del dcido (2-metil-5-nitro-imidazolil-1) acéti-
co tiene como contaminantes al metronidazol y otra sustan-

cia que no fue identificada.

Empleando Tlas curvas de % metanol vs k“se pueden elegir -
las condiciones de la elucién o separacién que convenga en
determinado momento, tanto para el metronidazol como para
el dcido (2-metil-5-nitro-imidazolil-1) acético, obtenien-

do la ventaja que podemos contar con algunas condiciones -
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de separacion y cuantificacién de dicho metabolito despuds
de no tener conocimiento de ninguna informacion en Ta lite

ratura.

Los equilibrios quimicos secundarios acido-base juegan un
papel importante en esta separacion ya que contamos con -
dos especies donde una de ellas es una base y Ta otra es -
un anfolito observdndose 1a dependencia del tiempo de re--

tencign con el valor de pH y del pka.

E1 método de extraccion en plasma es selectivo al pH de ex
traccion usado, ésto beneficia la especificidad del método
ya que también el sistema de elucidn es selectivo para am-
bas sustancias no mostrando interferencias del plasma en -

el cromatograma.

Este trabajo ademds presenta la ventaja de que se realizd
una comporacion gruesa de las diferentes técnicas de andli
sis del metronidazol con el objeto de comparar ventajas y
desventajas entre ellos y asi elegir la adecuada a nues---

tras necesidades y alcances.
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