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Introduccion.

Se puede decir que el motor de la sociedad actual es la informacion. En fa
vida diaria, organizaciones e individuos toman decisiones en base a los datos
obtenidos mediante un proceso analitico. De esta manera se requieren
metodologias para procesos diversos como analisis de aguas residuales en
quimica ambienté'l, control microbiolégico de alimentos en la industria alimentaria,
o de proteinas y férmécbs en fluidos bioldgicos para un diagnéstico clinico. Es
imperativo entonces, asegurar la calidad en los resultados obtenidos.

En la actualidad, existen organizaciones nacionales e internacionales, que
emiten normas y reconhendaciones para asegurar la calidad je los resultados de
los andlisis”"2'®. En México, fas metodologias analiticas utilizadas en la industria
farmacéutica son coﬁtempladas en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM), asi como en la normas emitidas por la Secretaria de Salud
(SSA). '

Asi se establece que una metodologia analitica debe cumplir, dependiendo
del uso para el que fue disefado, con caracteristicas basicas. Estos parametros
son de tipo estadistico-matematicoc como precision, exactitud y linealidad (Tabla
1). Ademas, se debe documentar y comprobar experimentalmente, mediante un

estudio de validacion, que se cumple con los requisitos especificados.

Sin embargo, dentro de una organizacion o sistema de calidad, existen-
otros parametro para la evaluacion de un método®™. Estos son de tipo operatorio-

econdmico como inversion y mantenimiento (Tabla 1).
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Tipo matematico-estadistico Tipo operatorio-econémico

Ex%ctitud Inversién
Precision Mantenimiento

+ Sen%ibilidad Rapidez

Selectividad Facilidad de uso

Representatividad Simplicidad
Lineatidad Gastos directos ‘
Robustez Gastos indirectos ‘

Tabta 1. Parametros de calidad de un método.
Cuando se desairolla una nueva metodologia 0 se optimiza una
metodologia establecida, se deben tomar en cuenia los parametros anteriores.
Aunado a esto, un profesional de la quimica debe considerar la seguridad del
trabajador ¢ analista y el impacto que tendra sobre el ambiente el proceso

desarrollado.



Planteamiento del problema.

En la fabricacion de medicamentos se requiere realizar controles en
materia prima, duranté el proceso de fabricacion y en producto terminado.'
Trabajos anteriores hafn demostrado que los meétodos electroquimicos son una
buena opcién para la determinacion y contro! de farmacos en medios diversos®”.

La polarografia diferencial de pulsos, en particular, es una técnica analitica

k)
sensible. Se pueden manejar cantidades de muestra minimas y se obtienen
resultados rdpidos y confiables, por lo que es adecuada para el desarrolio de

metodologias analiticas para el control farmacéutico.

El objetivo del presente trabajo es demostrar 10 anterior, desarrollando una
metodologia analitica por polarografia diferencial de pulsos, para la cuantificacion
de metronidazol materia prima y en las tabletas que se fabrican en la practica:

compresion via humeda del laboratorio de tecnologia farmacéutica®®.



Hipodtesis:

Uin método analitico desarrollado para la cuaniificacion de mefronidazol en
materia prima{Metronidazol MP) v producto terminado({Tabletas) por polarografia

diferencial de pulsos, produce resultados seguros. confiables y precisos.

Obletivos:

e Desarrollar un método para la cuantificacion de metronidazol en materia
prina v producto terminado (Tablelas), por polarcgrafia diferencial de

pulsos.

« Obtener evidencia expenmental de que el método analitico desarrollado es
lineal, exacto y preciso {evaluando repetibilidad v reproducibilidad). bajo las
condiciones de trabajo establecidas.

(¥ 1)



Generalidades.

El estudio de los nitroimidazoles como agentes terapéuticos comienza a
finales de los 50’s con el descubrimiento de la Azomicina. La Azomicina (2-
nitroimidazol), demostrd poseer propiedades triconomicidas. Mas tarde se observo
que el metronidazol k1-(2-hidroxietil)-2-metiI-5-nitroimidazol) poseia actividad in
vitro e in vivo contra T. vaginalis y E. histolytica. Desde entonces, es utilizado con
éxito en el tratamiento fde diversos padecimientos.

En México existen diversos productos en el mercado que contienen
metronidazol como pri:ncipio activo. Las presentaciones incluyen tabletas, évulos
capsulas, suspensione:s y soluciones inyectables®®.

Propiedades del Metronidazol®”™'?,

Es un compuesto heterociclico formado por un anillo imidazdlico. Su
nombre quimico es 1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol (figura 1). El grupo
funcional imida le prbporciona propiedades 4cido-base a fa molécula. Las
propiedades de éxid@-reduccién estan determinadas por el grupo nitro en la
posicion 5. :
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CH,CH,OH

/
OZN N CH3
\L M.M.= 171.16 g/mol

Figufa 1. Estructura del metronidazol.

Es estable-al aire, pero se oscurece al exponerse a la luz. Son cristales
blancos con ligera coloraciéon amarilla, funde entre 159°C y 162 °C. La solubilidad
en agua es de 10.5 mg/mL a 25°C, 32.5 mg/mbL en metanol y 15.4 mg/mL en
etanol. Muy soluble en acetona.

Se ha estudiado el mecanismo de reduccion del grupo nitro del
metronidazol en agua(?). Esto es importante, ya que la actividad antiparasitaria
requiere la reduccién de este grupo. Ademads, el estudio del comportamiento
electroquimico del metfonidazol es la base para e! desarrollo de una metodologia
analitica por polarograﬁa.

Se proponen nuévos métodos para la determinacién de metronidazol pero
no hay un estudio estadistico de estos. Se proponen métodos cromatograficos®®,

S(25.28) (27)

electroquimicos con electrodos modificado y espectrofotométricos'”’. Las

metodologias son complicadas para un analisis de rutina.



Farmacologia®?*.

El metronidazol és activo contra diversos protozoos y baclerias anaerobias.
Tiene accién triconomicida directa (0.05 pg/mL en medio anaerdbico). Posee
actividad amebicida contra E. histolytica y a concentraciones de 1 a 50 pyg/mL /in
vitro, afecta de manera directa a trofozoitos de G. lamblia. Posee actividad
antibacteriana contra : cocos anaerobios, bacilos Gramnegativos anaerobios,
incluyendo especies de Bacteroides, y bacilos Grampositivos anaerobios
productores de esporas. -

Farmacocinética.

Una vez ingerido se absorbe de manera completa y rapida. Con una dosis
de 500 mg se obtienen concentraciones plasmaticas de 10 ug/mL
aproximadamente (la c:oncentracién efectiva es de 8 ug/mL o menos en la mayoria
de los casos). La vida imedia es de aproximadamente 8 h y el valor de distribucion
es cercano al del agua corporal total. 10 % del compuesto se encuentra ligado a
proteinas. Se distribuye a liguidos y tejidos corporales incluyendo secreciones
vaginales, liquido sem:inal, saliva y leche materna. En el liquido cefalorraquideo
también se alcanzan njveles terapéuticos. El higado es el principal 6rgano donde
se metaboliza el met;ronidazol. Los metabolitos producto de la oxidacion del

metronidazol, poseen actividad antimicrobiana.
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Posee actividad selectiva contra microorganismos anaerobios ©
microaerdfilos. Se puede considerar un profarmaco, ya que se necesita una
activacion metabolica por parte del microorganismo. Una vez que se ha difundido
al interior de la célulg, el grupo .nitro acepta electrones de proteinas
transportadoras como la ferredoxina o su equivalente en protozoos y bacterias. La
actividad antimicrobian;a ‘dei metronidazol, quizd es consecuencia de diversas
especies reactivas que se forman durante la reduccién del grupo nitro, hasta la
formacion de ia hidroxilgmina. Se postula que estos intermediarios reaccionan con,

macromoléculas como DNA, proteinas y membranas.
|

!
1

Aplicaciones terapéuticas.
!
Debido a Ia, toxicidad del metronidazol, asi como a las precauciones que se

deben tomar durante el embarazo y con pacientes pediatricos, las indicaciones
para el uso del metronidazol son muy especificas:

Indicaciones.

1.- Infecciones causadas por Bacteroides fragifis usualmente se administra junto con un amino
glucosido o algun farmaco eépecifico para bacterias Gram negativas.

2.- Vaginosis bacterial.

3.- Infecciones causadas por Tricomonas vaginalis.

4.- Giardiasis.

5.- De primera eleccion para colitis causada por Clostridium difficile.

6.- Profilaxis para cirugia colorrectal.

7.- Meningitis anaerdbica (junto con beta lactamicos).

8.- Infecciones causadas pqr Entamoeba histolytica: disenteria y absceso hepatico.

g.- Tratamiento de ulcera / gastritis causada por Helicobacter pylori. (Se administra junto con
amoxiciling, tetraciclina o doé(iciciina).
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Principios de electroquimica''™'%.

i
A

Reacciones de oxido-reduccion.

Una reaccién de oxido-reduccion se puede dividir en dos partes o
semirreacciones: una en la cual Ila especie reactiva se oxida (pierde electrones), y
otra en la cual la especie reactiva se reduce (gana electrones).

Un ejemplo es el siguiente:
Zn° + Cu ag —» ZnZg + Cu®

En esta reaccion el Zn se oxida y el Cu?®* se reduce. Las semirreacciones
SOn:

Zn® ——» Zn*hy + 2e

Cu® ag + 2 —» Cu®

Se habla de un sistema homogéneo cuando las especies reactivas se
encuentran en la misma fase, por ejemplo en solucion acuosa. En un sistema
heterogéneo existen dos o mas fases. En electroquimica, la primera fase puede
estar constituida por un blectrotito, como una solucion liguida o una sal fundida. La
segunda fase puede ‘ser otro electrolito o bien un conductor solido. Los
conductores pueden serf metales o bien, semiconductores.

Celdas electroquimicas.

Experimentalmente se trabaja con una coleccion de interfases llamada
celda electroquimica, que de manera general se define como dos electrodos
separados por al menos una fase electrolitica.



La reaccion de Zn® con Cu®* se puede esquematizar de la siguiente manera:

zn®| zrn** | cu®*| cu®

La linea vertical representa una interfase, la doble linea vertical indica el
puente salino que cierre|1 el circuito eléctrico sin que se pongan en contacto ambas
soluciones. Para indicar gue dos componentes se encuentran en la misma fase se
utiliza una coma. I

Las celdas ele:ctroqufmicas en las que interviene una corriente de
electrélisis se pueden clasificar como galvanicas o electroliticas (figura 2). En una
celda galvanica, la reaccion electroguimica ocurre de manera espontanea. La
energia quimica se trahsforma en energia eléctrica. En una celda electrolitica la
reaccidn electroquimica se lleva a cabo por la imposicion de un voltaje mayor al
del potencial reversible de celda. Este tipo de celdas se utilizan en Ia
electrosintesis de diversos compuestos. En ambas celdas, el electrodo en el que
ocurre la reduccion se llama catodo y el electrodo en el que ocurre la oxidacion se

lama anodo.

Celda electrolitica _
Celda galvanica

|

|

Fuente de poder

ANODO (-) CATODO (+) CATODO (-) ANODO (+)
Zn = Zn’t +2e Cu™ +2¢" —>Cu Cu* +2e” > Cu  [H,0- 1,0, +2H" +2¢

Figura 2. Celdas electroquimicas.
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Potencial de celda.

En la maygri’a de los casos, sélo interesa la reaccion gue ocurre en uno de
los electrodos, el cual es llamado electrodo de trabajo ¢ indicador. Para realizar
este estudio se toma como referencia una media celda. La referencia primaria
aceptada internacionalmente es el electrodo estandar de hidrégeno (EEH) o
electrodo normal de hidrégeno (ENH).

I2H+(1M) + 2 S Mz (1aim)

Sin embargo, se emplean con mayor frecuencia otras dos referencias:
calomel y plata-cloruro ;de plata. El nombre de calomel se empleaba para referirse
al cloruro mercuroso HQECIE. La reaccion redox de semicelda es:

|
|
i

HoeClasy + 200 <——  2Hg" + 2CI

4

Cuando la solucion de cloruro que se emplea es KCI acuoso saturado y
contiene exceso de cristales de KCI presentes, el electrodo se llama de catomel

saturado (ECS). Se rep.resenta de la siguiente manera:
| | KClisaturadoy, HgzClags) | Hg®
El valor de potencial con respecto al ENH a 25°C es de 0.241 v.
En la referencia de plata-cloruro de plata, la semireaccion es la siguiente:
IAgCI(S) + & <3 CF o+ Ag®

esta celda puede ser un alambre de plata recubierto con AgCl y sumergido
en una solucién de KC, la reaccién de semicelda se representa asi:

| KClisawwragopy AQClsy | Ag®  E=0.197v vs ENH a 25 °C
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El potencial del electrodo de referencia es fijo, por lo que cualquier cambio
en la celda es atribuible al electrodo de trabajo. De esta manera, decimos que

observamos o controlamos el potencial del electrodo de trabajo con respecto a la

referencia.

Considérese el siguiente sistema:

Zn® | Zn?* || PtHoH* ey
Por convencion: Eregistrado = E zno+ + Ereterencia

Por definicion; Ereterencia = 0.

Si la actividad de Zn®* es igual a la unidad, se le denomina potencial
estandar de media celda E*

Electroquimica.

El principio bésfco para estudiar un sistema, es la aplicacion de una
excitacion ( por ejemplo potencial, E) y la observacion de la respuesta, (por
ejemplo variacion de la intensidad con el tiempo).

La reacciéon electroquimica depende de cuatro variables: e! potencial, la
intensidad de corriente,l la concentracion de las especies electroactivas y el tiempo
F(£,i,C1)=0. | |

Si se utilizan microelectrodos, la concentracion de la especie electroactiva
en el seno de la solucién no cambia de manera significativa. Si el proceso es
independiente del tiempo, entonces la funcidn anterior se puede expresar asi:

i

L F(Ei}=0 6 E=F()
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Para monitoreaf una reaccién electfoqua’mica se utiliza un electrodo para la
caracterizacion de la reaccién (electrodo de trabajo), un electrodo para cerrar el
circuito electroquimico (electrodo auxiliar) y un electrodo de composicion
constante y conocida (electrodo de referencia). La siguiente figura muestra un
esquema de este sistema:

C: celda de electrélisis

T= electrodo de trabajo
A= electrodo auxiliar
R= electrodo de referencia

I

E= potencidémetro para medir
£l potencial de T con respecto a R )

[ = microamperimetro para medir
la corriente en la celda.

V= potenciostato para imponer una
diferencia de potencial constante
entre Ty A,

i
l Figura 3. Sistema electroquimico.
|

En este contexio, cuando no hay reaccion guimica ni transferencia de
carga, E = Eg , es decir, el sistema se encuentra en equilibrio.
Termodinamicamente se espera que al imponer un potencial diferente a Eeq, se
produzca un cambio en la relacién | Ox |/ |Red |, hasta llegar nuevamente al

equilibrio.



La ecuacion que relaciona el potencial E y la concentracion de las especies

que participan en la semireaccién (Ox y Red) es la ecuacion de Nernst:

. . O
E=E0-l—00591 log ’
1 A Re d

donde:

E = potencial de celda o electroquimico.
E'= potencial normal de reduccidn del par redox, con respecto al electrodo de referencia.
n = ndmero de electrones en la reaccion.

| Ox| = Concentracion de la especie Ox al electrodo.
| Red | = Concentracion dp la especie Red al electrodo.

De esta manera, si el potencial impuesto E es mayor a E., se espera lo

siguiente: dado que E « logcox,c si ET = CuT es decir, se favorece la
Red

reaccion de oxidacion { Red — Ox+ne™ ).
Si el potencial impuesto E es menor que E.q, se espera lo siguiente:

si El = Coud, eu decir, se favorece la reaccion de reduccion (Ox+ne* — Re d).
Curvas I/E.

Determinando la coiriente como una funcién del potencial, se obtiene
informacion acerca de la reaccion al electrodo y ciertos nombres son asociados
con la forma de las curvas obtenidas. De este modo, polarizacion se refiere a la
desviacién del poten%:iai del electrodo de su valor de potencial de equilibrio
(reversible) con el pas;o de una corriente faradaica (figura 4a ). Un electrodo ideal
polarizado, es aquel que muestra un cambio considerabie en el potencial con el
paso de una corriente infinitesimal. Un electrodo ideal no polarizado es aquel cuyo
potencial no carhbia con el paso de una corriente, es decir, es un electrodo de
potencial fijo(figura 4b). Una medida del grado de polarizacion es el

sobrepotencial, n, el cual es la desviacion del potencial de su valor de equilibrio:

n=kE-E,

15
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Figura 4. a) Electrodo ideal polarizado. b) Electrodo ideal no

polarizado.

Cuando se mide la diferencia de potencial, no sélo se mide la que se
impone entre los electrodos, esto es:

AE

medido (Eu + E, + [R)_ Ele.f

donde E; es el potencial que se impone mediante un potenciostato. E;es el
potencial de union liquida, el cual se forma cuando dos fases idnicas separadas en
forma semipermeable 'se ponen en contacto; IR es el potencial debido a la
resistencia de todo el circuito (Ley de Ohm) y E, es el potencial del electrodo de
referencia. Los valores de IR y de E; tienen valores muy pequefios si se usan
membranas de separacion adecuadas o si se usan microelectrodos y si se trabaja
en presencia de sales’ i6nicas concentradas para disminuir la resistencia de la
celda. '

De igual manera, cuando se mide la intensidad de corriente su valor es el
resultado de diferentes japortes:

imed.v‘dq = fc‘np{rd{n‘a + i,‘hmdnic(.'
donde icapacitiva es la corriente que aparece al formarse la doble capa
eléctrica en la interfase electrodo solucion. La inmdaica €8 1a corriente faradaica o de

electrdlisis, la cual es un indicativo de la velocidad de la reaccién electroquimica.

16



La cinética de la reaccion electroquimica esta determinada por la cinética
de procesos como:

» Transferencia de masa: de la especie electroactiva del seno de la
disolucion, a la superficie del electrodo.

» Transferencia de electrones a la superficie del electrodo.

» Presencia de reacciones quimicas antes o después del proceso de
transferencia de electrones.

« Otras reacciones. Adsorcion o electrodeposicién.
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Figura 5. Etapas de la reaccion Ox + ne <> Red al electrodo. a)

Transferencia de masa. b) Reaccion quimica. ¢) Fenémenos de
adsorcion. d) Transferencia de electrones.




Transporte de masa.
El transporte de }nasa juega un papel importante en electroquimica. Los
mecanismos de transpc%rte de masa son:
. .Migracién;f movimiento de iones en la solucién bajo la influencia de
un campo eléctrico {un gradiente de potencial eléctrico).
» Difusion: movimiento de una especie bajo la influencia de un
gradiente jde concentracion.
« Conveccion: movimiento causado por agitacion o bien como un
efecto de Qradiente de temperatura. |

La ecuacion de Nernst-Planck, describe el transporte de masa al electrodo,

en una dimensién sobre un eje x:

L 3C)_zF . 29()
Ji(x)— D, . R DG, 3 +Cfv(‘x)

donde J,(x) es el flujo de la especie i (mol s'cm™) a una distancia x de la
superficie, D es el coeficiente de difusién (cm?/s), aC,(x)/3x es el gradiente de
concentracion a la dista{ncia X, 3¢(x)ox es el gradiente de potencial, zy C; son la
carga y la concentracion de la especie i respectivamente, y v(x) es la velocidad
{cm/s) hidrodinamica er; la direccion x.

Debido a que la corriente eléctrica es proporcional al flujo de materia (J} que
Hega al electrodo para efectuar una reaccion electroquimica, la corriente que se
registra estara en funcién de los aportes de difusidn, migracién y conveccion.

ii: -nFAJ A es el area del electrodo '

Para relacionar el valor de corriente con la concentracién del analito o del
compuesto de interés, se pueden realizar manipulaciones experimentales a fin de
controlar o minimizar el transporte por migracion (agregando sales ionicas
concentradas) y e! transporte por conveccion (utilizando una disolucién sin agitar o
bien con agitaciéon constante); bajo estas condiciones, el flujo de materia esta
determinado por difusion:

13



J(x,t)=-D aCa(x,t)

| .
de esta manera, la corriente registrada esta determinada por la difusion de la
especie y sera proporcional al gradiente de concentracion de la especie
electroactiva:

oC(x,t)
ox

i=nFAD

Voltamperometria.

La Voltamperometria se refiere al conjunto de métodos electroanaliticos en
los cuales la informacion sobre el analito se obtiene a partir de medidas de la
intensidad de corriente en funcidn de un potencial aplicado, en condiciones que
favorezcan la poiarizacién del electrodo indicador o de trabajo. Experimentalmente
se tienen diferentes pr(?gramas de perturbacién que dan lugar a una respuesta

caracteristica y que es la base del método:

|
|
Programa de ‘ Patrén de respuesta

pertubacion Técnica
E
f Polarografia i
.a ' Voltamperometria de
barrido lineal
Tiempo E

: ﬁ
: . 1
E Polarografia 1 j L
diferencial de

pulses.

| E

E :
A\ :
/N Voltamperometria l
/ \ ciclica
/ \
\
E, E
E

Tiempo

3

Figura 6. Programas de perturbacion utilizados en Voltamperometria.
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Polarografia.

La Polarografia es una técnica voltamperométrica que utiliza el electrodo
goteante de mercurio (DME) como electrodo de trabajo, en una solucion sin
agitacion mecanica. Se obtiene un polarograma al registrar la corriente obtenida
en el sistema al realizar un barrido de potencial lineal. Se observa que a
determinado potencial, dependiendo de la especie electroactiva, hay un aumento
de la corriente registrada hasta llegar a un valor limite que esta determinado por la
difusion de la especie a la superficie del electrodo. Las fluctuaciones de la
corriente corresponden al crecimiento y pérdida de la gota de mercurio del

electrodo.

Corriente (amperios)

Potencial, V vs electrodo de referencia
Figura 7. Polarograma. A) Electrolito soporte. B) Especie electroactiva.

La corriente residual en ausencia del analito, es decir, sélo el electrolito
soporte, es utilizada como una linea base para calcular el valor de iy . La ecuacion
de la onda polarografica que define la parte sigmoidea para un sistema reversible

e8!

0.0591, i, —i
+ log

E=FE, i
2 n i



mn

donde fes la corriente que corresponde a un potencial particular E. El potencial de
| ' .

media onda £ 12 es e! potencial al cual i = %” .

El potencial de media onda se relaciona con el potencial formal de

reduccion E” de la siguiente manera:
|
|

. DY
E, =E%+ 0-059 log” * —E,,
i 2 i Dg;
|

donde D es el coeficiente de difusion de la especie. £, es caracteristico de la
) 2
especie y se utiliza para identificacion cualitativa.

La ecuacion de llkovic que define la corriente iy es la siguiente:
. 2: kL
i, =knm?D 2 ,C
donde:
ie= Corriente de difusion, pA.
= Numero de electrones.
D= Coeficiente de difusion de la especie, cm?/s.
m= Velocidad de flujo de mercurio dei electrodo, mg/s.
= GConstante (708 para corriente maxima. 607 para

corriente promedic).
C= Concentracion, mmaol/L.

El oxigeno disuelto en ia solucidn, da lugar a dos ondas en el polarograma.
La primera es la redt'Jccién del O, a H20; y la segunda a HO. El limite en el
potencial negativo esta definido por la reduccion del electroiito soporte; el limite en
el potencial positivo es la oxidacién del mercurio. El oxigeno disuelto se desplaza
con el burbujeo de N, para evitar que interfiera con alguna sefial de interés. Otro
fendmeno que se ébsewa en polarografia, es la aparicion de maximos
polarograficos. Estés pueden resultar de! flujo hidrodinamico de solucion
alrededor de la gota de mercurio en expansién. Se caracteriza por una corriente
elevada que disminuye de manera abrupta durante el barrido de potencial.
Usualmente se eliminan por la adicién de un agente surfactante como Triton-X,
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Polarografia diferencial de pulsos.

En esta técnica se utiliza el electrodo de gota de mercurio como electrodo

de trabajo, sin embargo, el barrido de potencial, se realiza imponiendo un pequefio

pulso coordinado, de tal manera que corresponda a una gota de mercurio

exactamente antes de la caida de la gota (figura 8). El iempo de goteo es
controlado por un martillo que puede ser ajustado para que el tiempo de vida de la

gota corresponda al periodo de generacién del pulso. El pulso es aplicado antes
de ia caida de la gota, cuando la superficie de la gota se encuenira en su valor
maximo. El periodo de aplicacion del pulso y de tiempo de goteo, es usualmente
de 0.5 a 5 segundos. La magnitud del pulso tipicamente se encuentraentre 5 y

100 mV.

Progvama de
perturbacion

Patron de
respucsta

Amphitud
ded pulso

Intervalo de

medcién de
colriente I 2

i

e Duracién .%

del pulsa

fcap i =i3-1;

Corrienic

iy

Tiempo

|
T

Figura 8. Perturbacion por aplicacién de pulso y corriente generada con
respecto al tiempo.
|
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La corriente se mide antes de cada pulso (i) y al final del pulso (i»). La
diferencia de estas dois corrientes, es registrada para cada pulso (Figura 8).
Cuando el pulso es aplicado, se registra un valor de corrienfe qUe posteriormente
decae con el tiempo. La corriente capécitiva decae rapidamente (izsp). La corriente
faradaica decae de manera mas lenta (imrag). Al medir la corriente al final del
pulso, cuando la corriénte capacitiva ha decaido, se minimiza la interferencia
debida a izap. ESto resulta en un menor limite de deteccion, en comparacién con la
polarografia clasica.

El polarograma obtenido se observa como un pico a determinado potencial
(Ep) que corresponde al Ei, de la polarografia clasica (Figura 9). La
estequiometria de intercambio de e-, se relaciona con el valor de w y la altura del
pico es proporcional a.la concentracion. De esta manera, se pueden realizar
determinaciones cuantitativas midiendo .

|
t
|
i

J._..J""

Cornente
o~
ht 9

E
P

Potencial

Figura 9. Polarograma obtenido por polarografia diferencial de
pulsos. Metronidazol 0.01 mol/L en solucién amortiguadora de
fosfatos 0.1 M, pH=2.0.
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:
En el caso de meFodo!ogl’as para cuantificar un determinado analito, la
polarografia diferencial de pulsos (PDP), presenta ciertas ventajas respecto a la

|
polarografia clasica (PC):

. Det;ido a‘que se minimiza el aporte de corriente capacitiva, la PDP
presenta un menor limite de cuantificacién, por lo que se pueden
manejar (I:antidades menores de muestras.

» Ya sea en comparacion directa (curva de calibracion) o adicion de!

estandar, en PDP, sdlo se determina I_, lo que facilita su

interpretacion y disminuye la aportacién de error de otras
mediciones. En PC se determina /, ir, E e id (Figuras 7 y 9).
» Por otra parte, la PDP es una técnica rapida, ya que se pueden

emplear velocidades de barrido hasta de 100 mV/s.
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Validaciéon(%19,

La validacion se define como el proceso mediante el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La validacidon de los métodos
analificos se fundamenta en la determinacién de diversos parametros que se

aplican de acuerdo a una clasificacién basada en su uso o finalidad.

Tabla 2. Requerimientos minimos para la validacién de un método analitico''”.

Parémetro Biodisponibilidad ; Indicadores de estabilidad : Control 3
. . ‘de 8
: Bajas | Altas calidad *
: - concentraciones ]concentraciones :
Exactitud “ Si _ Si | Si Si
Precision ’ . Si l Si i Si Si
(repetibilidad) : ‘ E | ,
Precision - s S s T Si St !
(reproducibilidad) : %
Especificidad - S f Si ; i ST
Limite de Si : Si § No No i
deteccidn v : E
Umitede , & 7 & 7 No No
cuanftificacion ' :
Linealidad Si , Si : Si Si
Intervalo s T T s ' Si Si

H
.

Tolerancia Si : Si : Si No

RSV IR SN A S IRt R St e e

De acuerdo a la tabla 2, los parametros a evaluar para un método indicador

de control de calidad, son los siguientes:

Exactitud Linealidad
Precision(repetibilidad) [ntervalo
Precision (reproducibilidad) Especificidad

[ ]



Definiciones.

Linealidad. La linealidad de un sistema o método analitico és su habilidad para
asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica bien definida, son
proporcionales a la ‘colncentracién de la sustancia dentro de un intervalo
determinado. o

Intervalo. Esta definido por las concentraciones comprendidas entre los niveles de
concentracion supenor e inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles), en el
cual se ha demostrado que el método es exacto, preciso y lineal.

Exactitud. Es la conqordanc;a entre un valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia. Se|expresa como el porciento de recobro obtenido del analisis
de muestras a las que !se les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia.
Precision. Es elagradd de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de
desviacion estandar o del coeficiente de variacién. La precisién es una medida del
grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico bajo las
condiciones normales de operacion.

a) Repetibilidad. Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas -
bajo las mismas condiciones ( analista, tiempo, aparato, Iaboratorio, etc.).

b) Reproducibilidad. Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
condiciones diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo
y/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos,
etc.).
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Especificidad. Es Ia habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Unicamente a la fsustancia de interés y no a otros componentes de la
muestra. | !

Tolerancia. La toleranc?a de un método analitico es el grado de reproducibilidad
de los resultados analiticos obtenidos por el anélisis de la misma muestra bajo
modificaciones de las C(!)ndiciones normales de operacioén tales como diferenies
temperaturas, Iotes de reactlvos condiciones ambientaies, etc.

Estabilidad de la muestra analitica. Es la propiedad de una muestra preparada
para su cuantificacion , de conservar su integridad fisicoguimica y la concentracion
de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo
determinado bajo condic;iones especificas.

Limite de deteccion. Es la minima concentracién de una sustancia en una
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de operacion establecidas.

Limite de cuantificacién. Es la menor concentracion de una sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precision y exactitud aceptables bajo las
condiciones de operacion establecidas.
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Desarrollo experimental.

1.- Desarrollo del método.

El proceso de desarrollo del método se puede esquematizar de la siguiente

manera:

Desarrollo del método

i
i
]

!

Definicion de
objetivo

Recabar informacion

en general.
A/
Definir subprocesos o FEUM y
etapas previas al analisis procedimientos
oficiales.
/

Identificar factores que
intervienen en la
resnuesta obtenida.

A\Fi

Establecer relacidn
matematica

I

.
Experimentacion y
optimizacion

4 \)I

¥

VALIDACION




Definicién de objetivo. |

¢ Muestra. Identifiilcaéién de analito: Metronidazol materia prima(MP) y
Metronidazol en tabletas.

« Propiedades fisicoquimicas (solubilidad, pKa).

» Técnica analitica: en este caso Polarografia diferencial de Pulsos.

« Alcance. Método para la cuantificacion de Metronidazol MP y métronidazol
en producto termiqado (Tabietas).

[
Informacion general:

Se reporta que los polarogramas por PC y PDP para el metronidazol en
solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M (pH=2), presentan una onda
asociada a la re!guccién del grupo nitro a hidroxilamina. Se observa que la
aliura registrada es proporcional a la concentracion. E=-168 mV/ ECSy —
430 mV/ (Ag/AgCIKCI).

i

Subprocesos.

Tratamiento de la muestra:

Materia prima.- Pesar 50 mg de Metronidazol MP, transferir a un matraz
volumétrico de 50 mi, disolver en agua destilada y llevar al aforo con agua
destilada (temperatura! ambiente).

Tabletas.- Detefminar el peso promedio de 20 tabletas, triturar finamente y
homogeneizar el polvo. Pesar el equivalente a 50 mg de metronidazol. Debido a .
que los excipientes de 1la tableta no se disuelven en agua, dan un aspecto turbio a
la muestra. Por esta rézc’)n se estudia el proceso de disolucion del metronidazol
con respecto al tiempo:

» El equivalente a 50 mg de Metronidazol se transfiere a un vaso de
precipitados con 40 mL de agua destilada temperatura ambiente.

+ Se cuantifica el Metronidazol en solucion a diferentes tiempos
(5,10,15,20,25,30 y 35 minutos).
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s Se compafran con el Metronidazol disueltoat=+ y con la cantidad
de metron;idazol en solucion después de realizar una extraccion con
acetona. |

!
Identificacion de factores que influyen en la respuesta obtenida.

o Para el desarrollo de la metodologia se utiliza Metronidazol BP, el cual se
utilizé como estdndar. Se traza el polarograma utilizando como medio
solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M (pH = 2.0). Se ajustan las
condiciones del ;equipo para obtener una respuesta adecuada (Entensidéd
de corriente). '

o Se realiza una curva intensidad de corriente vs concentracion en la celda
de trabajo para encontrar la concentracién a la que se obtiene una__
respuesta adecuada.

- El oxigeno presente en solucion interfiere con la sefial asociada al
Metronidazol, por lo que previo al registro del polarograma para el
Metronidazol, se burbujea N, para desplazar al oxigeno de la solucion. Se

desea encontrar el tiempo optimo de burbujeo de N,
1

Relacion matematica.
o Se evaluan las metodologias a utilizar: adiciones de estandar o curva de
calibracion. |
o Se establece la relacion matematica entre respuesta obtenida vy la cantidad
de metronidazoi en la muestra. -

Experimentacion y Optimizacion.

o Se establece el nimero de polarogramas por muestra, réplicas y el nimero
de adiciones del estandar para la metodologia analitica.

o Se seleccionan las condiciones 'ad_.ecuadas de tiempo de disolucion, tiempo
de burbujeo de N, y: tiempo de ag.itacién.
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2.- Validacion defl método.
Pruebas del sistema.

Linealidad del sistema:.— Se construye una curva de calibracién utilizando 5
diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén que contiene
solamente el analito. Las diluciones son al 50, 75, 100,125 y 150 % de la
concentracion del princibio activo. Se considera el 100% como la concentracion de
la muestra en fa soluciérgr final a analizar, que proporciona una respuesta
adecuada dependiendo del metodo de cuantificacion. Esta se determiné
previamente en la etapa de desarrollo. Cada dilucién se analiza por triplicado.
Precision del sistema.- Se determina por el analisis sextuplicado de una misma
solucion del analito corréspondiente al 100 %.

Pruebas del metodo|

Linealidad de} métodb.- Se determina a partir de placebos adicionados de
Metronidazol BP al 50, 75, 100,125 y 150 % de manera independiente. El andlisis
se realiza por triplicado. |

Exactitud y repetibilidad.- Se determinan en 6 placebos adicionados de
Metronidazol BP de manéra independiente, con la cantidad necesaria para obtener
el 100%. d

Precision (evaluada como reproducibilidad).- Se determina a partir del andlisis
de un lote de placebo adicionado de Metronidazol BP, en la concentracién del
100% , analizado por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.
Especificidad.- Se analizan los placebos que contienen todos los componentes -
de la formulacién, excep;to metronidazol, y placebos cargados con metronidazol al
100%. Se identifican las ?respuestas de! activo y de los excipientes.

Estabilidad de la mues{tra analitica.- se comparan los resultados de los andlisis
iniciales de tres muestraé con los obtenidos después de permanecer por un tiempo
determinado en diferentes condiciones de almacenaje: refrigeracién en frasco
oscuro {24h}, temperatura ambiente en frasco oscuro (24h) y refrigeracion (72h)
en frasco oscuro.



Tabla 3. Criterios de cﬁcepfocién para la validacion del método andglitico.

Caracteristica . Criterio de aceptacion
Linealidad del sistema CVs15%

. . . 122 0.98
Precisién del sistema CV <1.5%
Linealidad del método =098 m=1,b=0
Exactitud Recobro 98-102 %
Repetibilidad CV=<2%
Reproducibilidad CV<2%
Especificidod No hay interferencia.
Estabilidad de Ia C1-C2 =0 0 menor a 2%
rnuestra analitica
ln’rervo!;o *

“El intervalo se define a partir de los resultados de linealidad del sistema y linealidad del

método.



Material.

» Matraces volumetricos de 10, 25, 50, 100 y 1000 mL. !
+ Pipetas volumétricas de 5 mL.. |
» Vasos de precipitados de 10, 50, y 100 mL.

~+ Mortero con pistilo.
+ Agitador magnético.
» Tubos Ependorf. .
~ Celdas polarograficas. |
+ Micropipetas de 50 a 200 plL ‘ '
+ Piseta.
» Espatula.

i

Reactivos y disoluciones.

» Disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 mol/L, pH = 2.0.
+ Agua destilada.

+ Nitrégeno.

+ Metronidazol BP.

» Metronidazol materia prima.

- Metronidazol tabletas.

» Placebos.
Equipo.

» Polarégrafo Metrohm 626 AGCH — 9100 Herisau Series 01.
+ Electrodos Metrohm 663 VA Stand Series 05. |

» Electrodo de trabajo: electrodo goteante de mercurio. 1

» Electrodo de referencia: electrodo de plata-cloruro de plata.

» Electrodo auxiliar: alambre de oro. !
I



Resultados.
Condiciones de trabajo:

5 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH = 2.0 {0.1 mol/L).
15 minutos de burbujeo de N,.

Vi= 0.5V, V,=-135V.

Sensibilidad: 5 nA/mm.

Tiempo de goteo: 1 gota/s.

Velocidad de barrido de potencial: 10 mV/s.

Velocidad de papel: 100 mV/cm.

Pulso: DP50.

Tamafio de gota: drop size 2.

SMDE.

Dominio de electroactividad. o

En la siguiente figura se observa que después de 5 minutos de burbujeo no se presenta sefial de
reduccion en las condiciones establecidas.

*
S VA
{

{

Polarograma: solucion de Metronidazol BF.

Concentracién final en ia celda: 1.73 x 10™ mol/L (29.6 pg/mL).

En esta figura se observa la sefal de reduccion asociada al metronidazol. E, se presenta
aproximadamente a-0.12V vs &l electrodo de plata-cloruro de plata.

Vi= 015V, Vo=-135V

PR . s L R P - . E -



® . ..
Curva de calibracién.
Para encontrar la metodologia adecuada a ulilizar, se construye una curva de calibracion utilizando
Metronidazof BP.

mg/mL % mmol/mL | x10® mol/i. | pa/mL nA

0.0148 50 0.000087 0.866 14.8 14.3
0.0222 75 0.000130 1.288 22.2 21.5
0.0296 100 0.000173 1.731 29.6 28.0
0.0370 125 0.000216 2.164 37.0 35.5
0.0444 150 0.000260 2.597 44.4 42.0

Una vez que se tiene la curva de calibracion, se interpola el valor de concentracion
de la muestra teniendo el valor de 1.

Curva de calibracion

45
40 I y=168.036x+ 0.5

= 0.9996
35 P

Cmuestra

L]

0.000 0500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000
Concentracion 1064 mol/L
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Adiciones de estandar.

Concentracion final en la celda: 1.96x10 mol/L (33.6ug/mL).
Adiciones de 100uL solucién de metronidazol 2.9x10°° mol/L (0.501 mg/mL).

Adicion pg/mL  x10"molL nA

Muestrd 0.0 0 20.5

1 9.1 0.532 26.5

2 17.9 1.045 32,5

3 26.4 1.541 38.0

] 4 34.6 2.019 43.0
5 425 2.481 47.0

6 50.1 2.927 51.5

7 57.5 3.359 57.0

En el caso de adiciones de estindar, el valor de concentracién asociado a la
muestra se extrapola de la curva obtenida. i

60.0 - \
50.0 - e .
) Adiciones
y = 10.66x + 20.973 > de
P2 = 0.9985 40.0 estindar
< J/
c
——— ”_(‘:muestra VIP de __. e e
™. muestra
0.0 -
-3 -2 -1 .0 1 2 3 4
-10.0

Concentracion 10E-4 mol/L.
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En la siguiente figura se muestran los polarogramas de la muestra y las adjciones def
estandar, se observa proporcionalidad entre 1, y la concentracion.

Disolucion del Metronidazol con respecto al tiempo.

En esta figura se observa que, bajo las condiciones establecidas, ia disolucion del metronidazol

astd en funcion del tiempo. A partir de los 30 minutos, la concentracidn del metronidazol en

solucion, varia en menor proporcion.

%{C/Cmax)
O
L)
o

10 20
Tiempo (min)

30

Cmax= concentracion a tiempo « (2hrs.)

Tiempo (min)
= 8
10
15
20
25
30
35
Cmax 120

40

T rthons e g, EEP T S W RTINS

%
914
95.1
97.4
g98.2
98.6
99.4
99.6
100.0



Interferencia del oxigeno en el analisis.

En la siguiente figura se observa que la primera onda de reduccion defl oxigeno se
encuentra casi al mismo valor de E que para el metronidazol. Esta onda se elimina con el
burbujeo de No.

A: Solucidn de fosfatos. Burbujeo de Ny por 5 minutos.
C y D: ondas de reduccion del O, en medio de fostatos sin burbujear No.
B: onda de reduccién del metronidazol + O,, sin burbujear N».

El oxigeno disuefto en la muestra anéliﬁca, aumenta ef valor de 1 R registrado para el

metronidazol. Esta interferencia se elimina si se burbujea N, después de adicionar fa
alicuota.

A: Onda de reduccion del metronidazol (1.73x10™*mol/L). Se burbujea Nz por 5 minutos antes de
adicionar muestra. Posteriormente se agita por 30 segundos, sin volver a burbujear Na.

B: Onda de reduccién del metronidazol (1.73x10mol/L). Se burbujea N; por 5 minutos antes de
adicionar muestra. Posteriormente se agita por 2 minutos burbujeando Na.
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Interferencia de la matriz en ef andlisis de metronidazol.

Materia prima.

En la siguiente gréfica se observa que la presencia de metronidazol MF interfiere con el
valor de 1, registrado, esto se observa por la ecuacion de la recta para el Metronidazol
BP solo, y para el Metronidazol BP + Metronidazol MP. Las pendientes de las rectas
presentan una variacion, por lo que si se desea utilizar el método de curva de calibracion
para la cuantificacion de Metronidazol MP, se debe evaluar el intervalo de concentracion
adecuado y estimar el error originado por la interferencia de la matriz.

1680
y=1.6327x +48.9 .
140 I’ =0.9979 P
120 e
100 g
nA 80
80 o ,
. y=1863x+12 . . .
40 r* = 0.9997
20 )
0 .
0.00 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0
ug/mL

+ Materia prima B Estandar Lineal (Materia prima)— Lineal (Estdndar)
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Tabletas de metronidazbl.
Lote: TNF070201-X. 250

Las ecuaciones obtenidas de intensidad vs concentracion para el caso de Metronidazol
BP y de Metronidazol BP + Metronidazol (tabletas) son diferentes. Se cobserva una
respuesta menor a la esperada. Si se interpolara la concentracicn de Metronidazol de una
curva de calibracion realizada con éstandar, no se estaria tomando en cuenta el efecto de
los excipientes presentes en la muestra. En este caso es adecuado utilizar la metodologia
de adicion de estandar.

70
60 y = 0.6399x + 28.074
r = 0.9998
B0
L2
< 40 /
30
20 ' ' y = 1.0732x - 0.6354
= 0.9997
10 /
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
. ug/mL
¢ estindar O placebo - Llineal (esténdar) —— Lineal (placebo)
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Validacion del método.
Cuantificacion de metronidazol en tableias por polarografia diferencial de pulsos,

Procedimiento.

Preparacion de la solucion de la muestra.

Pesar 20 tabletas y registrar el peso promedio. Pulverizar. Transferir el equivalente a 50mg
de metronidazol a un vaso de precipitados y agregar 40 mL de agua destilada a temperatura

ambiente. Mantener con agitacion constante por 30 minutos. Transferir a un matraz
volumétrico de 50 mL y llevar al aforo con agua destilada.

Preparacion de la solucion del estandar.

Pesar aproximadamente con exactitud 50mg de Metronidazol BP. Transferir a un matraz

volumétrico de 50 mL, disolver en agua destilada v llevar al aforo.

Procedimiento.

Transferir 5 mL de medio de fosfatos pH=2.0(0.1 mol/L) a la celda polarografica.
Burbujear N> por 5 minutos. Trazar dominio de electroactividad. Adicionar 200ul de la
solucién de la muestra. Agitar y burbujear N por 2 minutos. Trazar polarograma.

Adicionar 200uL de la solucién del esténdar. Agitar y burbujear N por 2 minutos. Trazar
el polarograma. Determinar los valores de 1, para la muestra y para la adicion del esténdar.

El contenido de metronidazol en tabletas se obtiene con la siguiente formula:

_ Ce.'n_‘!éna_'ar X 0.2mL I n
celda 5.4ml Ia - Im
Cce!da y Cesrdudar €n mg/ ‘mL.
{

Yometronidazol = C

donde:

estandar

n

a

I,—1

X
P

P

P

m

100
X
250mg

5.2mLx50mlL

5.4ml

- ,donde C_,, es laconcentracién del metronidazol en la celda.

P,= peso promedio de tabletas (en mg), P»= peso de muestra (en mg), I, e I, intensidad de

corriente de muestra y adicidn, respectivamente.

1.- Linealidad del sistema. Se muestran los valores de concentracién en ug/ml y los valores
de intensidad de corriente registrados.

Concentracion del 20.2 30.3 40.4 50.5 60.6
estandar(pg/mL).

% 50 75 100 125 150
Réplica 1 19.1 29.3 38.3 49.1 57.3
Réplica 2 nA 19.8 29.3 38.3 48.4 573
Réplica 3 19.8 29.3 38.3 48..4 573
Media | 195 293 | 382 48.6 57.3
DE 10.013387
CV 1.3 %
e 0.9990

e e
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Gréfica para linealidad del sistema. [ vs C. Los valores de la ecuacion de la recta

aparecen en la tabla anterior.

Linealidad del sistema

70.0
60.0
50.0
nA 40.0
30.0
20.0

10.0

.0 - - ¢ eoee mee e e e
0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

g/ml

Polarogramas para linealidad del sistema. Se muestran los polarogramas de las
tres réplicas para cada punto de concentracion.

125%

100%
75%
50%
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2.- Precisién del sistema.

Valores de intensidad regisltrados para la solucion del estandar.

Concentracion de la solucién de estandar: 40.4 pg/mL

g

Réplica 1 2 3 4 5 6
Valor (nA) [38.9 38.3 394 38.9 39.5 38.9
Media: 38.9

DE: 0.4267

CV: 1.1%

Polarogramas para precision del sistema. Se muestran los polarogramas de las seis

réplicas.
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Linealidad de} Método}.

3.- Linealidad del método.'Se presentan los valores de cantidad agregada y cantidad
recuperada (ug/mlL.). Las férmulas para calcular los parémetros presentados se encuentran
en el anexo 1. :

Concentracién A
del estandar 20.19 30.28 40.38 50.47 60.57
ug/mL :
a 50 . 75 100 125 160
Réplica 1 ’19.99, 31.00 40.49 50.47 60.54
Replica 2 jug/mL 20.32 30.40 40.44 51.49 59.76
Réplica 3 19.99 30.40 39.87 51.49 59.65
Media 20.10 30.60 40.27 51.15 59.98
DE 0.1882 0.3442 0.3473 0.5802 0.4847
CV % 0.9413 1.1247 0.8626 1.1538 0.8081
m= 0.9938 .
b= 0.2341 -
= 0.9986
o Fenioe | SONCENtracion R
de solucién Cantidad
muestra recuperada
ug/mbL %o
19.99 99.01
20.32 100.64
19.89 99.01
31.00 102.36
30.40 100.39
30,40 100.39 DE= 1.249
40.48 100.28 CV= 1.2 %
40.44 10017
39.87 98.74
50.47 89.99
51.49 102.014
51.49 102.01
60.54 99.95
539.76 98.67

59.65 98.48



Se presentan los valores de cantidad agregada vs cantidad recuperada en pg/mL
de la solucion final en la celda polarogréfica.

Cantidad agregada wg/mL
] g & & 3 3
a3 [=] < < [=] [

S
=)

00
GQ

- Linealidad del méfodo

10.0 20.0 30.0
Cantidad recuperada

40.0 “gég%[_‘

AR

60 Q 70.0

Polarogramas para linealidad del método. Se presentan los polarogramas de la muestra y
de la muestra + estdndar para cada concentracién. Sélo se presentan los polarogramas de

una réplica.
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Polarogramas para concentracion al 125 % y 150 %.
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4.- Exactitud y repetibilidad ai 90%, 100% y 110%.

Se muestran los valoreé de concentracion de metronidazol en la celda
polarografica en pug/miL.

§Cbncent£aé{é}{ del esténdar | 3 634 4038 ; 4”_ 4"1

% pgmL 7 1.

% ] % 100 | 110

‘Reéplica 1 13632 4092 4453
| Réplica 2 13528 , 40.32 | 45.18
'Réplica 3 B 13636 . 40.28 |44.34
'Réplica 4 13632 139.78 [44.28

'Réplica 5 T136.94 14082 [44.38

Replicas [3632 3980 [44.53

2

Tabla de porciento recuperado para el ensayo de exactitud del método. Las
fdrmulas utilizadas se encuentran en el anexo 1.

- ‘ Porciento recuperado. o

. 99.94 | to1as 10020
To7oss | gess 10173
o ":“1""00_0;6 ; _99.75 m; 9984
99.94 | 98.54 | 99.70
101.-6:5 o 3 101.09 : 99.93 ;
e | wmse 0z

DE = 1.1

CV= 11%

Jw - i - ' LERLE -?s"-..'*

b
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Polarogramas para exactitud y repetibilidad del método. Se muestran las seis
réplicas de muestra y muestra + adicién para concentracion al 90%, 100% y

110%.
Exactitud al 90%.
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actitud al
0%
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5.-Reproducibilidad.

Ensayo de reproducibilidad, se expresan porcentajes de acuerdo a la
cantidad nominal para el lote de tabletas. £l anélisis se realizé en el mismo
laboratorio y con ef mismo equipo.

Metronidazol. Tabletas 500 mg. Lote TNF 070201-X

Analista 1 (%) Analista 2 (%)
I 5 107.36 108.74
Dia ] 106.73 108.24
105.70 107.97
- e 107.86 .. 106.47
T Diaz 107.29 ’ 107.12
106.73 106.73
DE=  1.269

CV= 1.2%

Folarogramas para reproducibilidad del método.
Analista 1. Dia 1.
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Analista 2. Dia 2.

6.-Estabilidad de la muestra analitica:

-

A

Para determinar la estabilidad de la muestra analitica se utilizaron tabletas de
metronidazol lote TNF 070201-X. Se expresan porcentajes de metronidazol de

acuerdo a la cantidad nominal. Los valores de 1.C. e I promedio, se calcularon de
acuerdo a las formulas presentes en el anexo I.

[nicial % A% B % C%
[G8.1] [06.8 107.5 106.6
106.7 107.7 106.6 107.8
108.1 106.8 104.6 104.8
I.C. -1.8421 a0.7528

-3.5897 a 0.8846

-3.5348 a 1.1035

L I

99.5%

98.8 %

98.9 %
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Muestra A: Refrigeracién. Frasco oscuro.24 horas.
Muestra B: Temperatura ambiente. Frasco oscuro. 24 horas.
Muestra C: Refrigeracion. Frasco oscure. 72 horas.

7.-Tolerancia: Para este ensayo se utilizé el placebo cargado al 100%. El ensayo
se realizo por friplicado. Se presentan valores de conceniracién en la celda
polarografica en ug/ml, utilizando ef método propuesto.

- ¢ + C.V. (%)
Tiempo de 39.67 40.77 41.07 18
disolucién 25 minutos 30 minutos 35 minutos ’
Tiempo de 41.01 40.22 40.60
burbujeo de N, sin burbujeo de 2 minutos después de | 4 minutos después de 1.0
muesira. adicidn. adicion. - -
Presion de Ny 35.98 39.67 40.77 {4
2 lgg/cm : 31(%{/6‘.';'12 4((1’/071 ? )
Tamafio de gota 40.97 40.77 40.02 12
de Hg. dp=1 dp=2 dp=3 ’
pH del medio 40.34 40.24 40.28 0.1
pH=1.9 pH=2.0 pH=2.1 :

8.-Especificidad. Para :este ensayo se utiliza una solucion de placebo sin

estandar y se compara con el dominic de electroactividad sin muestra.

Los placebos utilizados no generan respuesta detectable en las condiciones

establecidas.

- R

-E,:;"‘-.. -

Polarograma para placebo

Dominio de electroactividad
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Discusion de resultados.

En el caso de materia prima, la disolucion no presenta problema va que 50
mg de metronidazol se disuelven facilmente en 40 mL de agua destitada a
temperatura ambiente. Sin embargo, para el caso de tabletas, por no observarse
de manera visual la disolucion del metronidazol debido a la turbidez causada por
los excipientes, se hicieron pruebas con respecto al tiempo; se encontrd que
después de los 30 minutos vy hasta dos horas, hay cambios menores en la
concentracion observada. A los 30 minutos se observa una diferencia promedio de
0.4% por lo que se escogid como tiempo de disoluciéon de la muestra para el
analisis. |

La primera onda de reduccion del O, casi coincide con la de reduccion del
metronidazol en las condiciones establecidas. Para eliminar el oxigeno del tradio
bastan 5 minutos de burbujeo de Na.

Se cbserva que el oxigeno presente en las alicuotas de la muestra y de la
solucion del estandar, interfiere con la respuesta obtenida, dando un resultado
mayor al esperado. Una opcion es disminuir ia sensibilidad del equipo y concentrar
la solucidn de metronidazol para disminuir el aporte de! 0.. La limitante en este
caso, es la solubilidad del metronidazol y los voliimenes utilizados en la celda
(5mL}). Otra opcion seria burbujear N, por 2 minutos entre cada adicién. Si se
realizan 7 adiciones , como estaba planeado inicialmente el método, aumentaria el
tiempo del analisis. Se opto por burbujear N» por dos minutos entre cada adicion,
realizando solo una adicién de estandar de manera que genere una respuesta al
doble de la muestra y realizando el andlisis por triplicado.

- Respecto a la metodologia a utilizar para gj analisis, se encontrd que no hay
interferencia de matriz para el caso de materia prima, por lo que se puede utilizar
una curva de calibracion e interpolar el valor de concentracién de la curva
obtenida. Para el caso de tabletas se observa una disminucion de la respuesta
obtenida (amperios) debido a los excipientes presentes. Esto se relaciond con los
componentes de la formulacion de las tabletas que contiene entre otros, estearato
de magnesio y aerosil.

rh
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Dichos componentes actuan como tensoactivos en el sistema electrodo-
solucion. Por esta razdn, es convenienie utilizar la metodologia de adicion de
estandar.

En el trabajo de validacion se observa que el sistema es lineal y preciso en
las condiciones establecidas (CV =1.8%, r°=0.99 y CV = 1.1% respectivamente).
En la linealidad del método la relacidon cantidad agregada-cantidad recuperada es
lineal (r*=0.99) con pendiente de 0.99; el valor de la ordenada al origen es de 0.3
que se relaciona con una interferencia positiva en el método. El método es exacto
y preciso en concentraciones al 90, 100 y t10 %; cumple con los requisitos
establecidos. Utilizando el mismo equipo v en el mismo laboratorio, el método es
reproducible entre analistas y en dias diferentes (CV=1.2%).

La muestra analitica es estable en las condiciones establecidas (AC<2%).
Se observa que la temberatura afecta la estabilidad de la muestra analitica y gue a
las 72 horas se observa un cambio promedio de 1.2%.

&=n la tolerancia def método se encuentra el tiempo de disolucién es critico
en el método, por lo gque se debe considerar la evaluacion de un intervalo
aceptable. Cambios en la presion de No y el tamafio de la gota afewc‘%n la
respuesta obtenida. Debido a que la metodologia es por adicién de estandar, el
cambio gs proporcional y no afecta el valor final reportado.

En el caso de excipientes y placebos analizados no se observé sefial ba