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INTRODUCCION.

En nuestros dias se ha hecho mas evidente la necesidad de reducir
la escala de los métodos analiticos en los laboratorios escolares e
industriales, con el fin de proteger el medio ambiente, la seguridad
de los trabajadores y disminuir los elevados costos de operacion de
los laboratorios. Para llevar a cabo las distintas técnicas de
microescala las cantidades son menores de 1g o de 2 mL.

Para obtener una mayor seguridad en los laboratorios de analisis
farmacéutico, la introduccién de la microescala es una herramienta
muy util de acuerdo con los resultados que proporciona, es decir,
actualmente en los laboratorios se realiza la valoracion y validaciéon
de un método analitico utilizando gramos de analito o muestra; la
técnica de microescala consiste en utilizar la cantidad minima
necesaria para realizar dicho analisis. La microescala proporciona
una mayor seguridad tanto en el laboratorio como en el personal,
ya que se manejan volumenes pequefios de reactivos para la
preparacion de soluciones o de las muestras.

En comparacion con los métodos analiticos tradicionales el manejo
de material voluminoso a veces resulta incomodo, ya que, durante
su traslado o uso se puede llegar a tener descuidos y por ende
romper el material. Con la microescala el volumen del material
utilizado es menor y por lo tanto el manejo del material resulta
mas facil y apropiado. Una de las caracteristicas de la microescala
en este rubro es la reducciéon del costo de material que se llega a
romper en el transcurso del analisis.

La microescala ayuda a tener una mayor higiene dentro del
laboratorio de analisis como para con el medio ambiente, ya que se
produce una menor cantidad de desechos téxicos, por lo cual se
reduce el costo de operacion por el servicio de recolecta de los
mismos.




El desarrollo del método analitico para valorar benzoil metronidazol
utilizando la microescala para su realizaciobn es una forma de
comprobar que todo lo relacionado con esta técnica se puede
aplicar a un método analitico para ser reproducido dentro de un
laboratorio de andlisis farmacéutico. Para demostrar que la
realizacion del método a microescala es confiable y pueda ser
sugerido como método analitico es necesario validarlo.

El prototipo de la validacion actualmente se encuentra en la
industria farmacéutica. Esto es debido a que los métodos analiticos
utilizados para medir la calidad de los productos farmacéuticos
abarcan casi todo el rango de las tecnologias y técnicas de que se
dispone actualmente. Desde el inmunoensayo y las técnicas
electroforéticas, hasta los métodos cromatogréaficos vy
potenciométricos utilizados para evaluar la calidad de las moléculas
pequeias.

Un método de analisis realizado a microescala validado asegura
que el proceso producird de manera consistente un producto de
calidad predeterminada. De aqui la importancia de la microescala
en todos sus aspectos ya que ayuda a tener un mayor
aseguramiento de la calidad y a la innovacibn de nuevos
procedimientos para cuantificar analitos en muestras muy
pequeias.




1. MARCO TEORICO.

1.1. Microquimica y Microanalisis.

La Microquimica y su rama mas relevante, el analisis microquimico,
son ejemplo muy caracteristico de la Ciencia nacida, no por extensiéon
de la base de otra y subsiguiente fragmentacién, sino por agudizacion
de las necesidades y, en consecuencia de los meétodos de la
preexistente. Reposa sobre las mismas bases tedricas que su
antecesora, residiendo su originalidad en sus técnicas y por lo tanto,
en su instrumental de trabajo, de una finura acomodada a los nuevos
requerimientos.’

Es dificil seflalar donde empieza el microandlisis propiamente dicho,
ya que existen todos los grados intermedios, desde la escala ordinaria
hasta el ultramicroanalisis mas refinado; el descenso en las
cantidades de material manejado va desde los gramos a los
microgramos y aun décimas de microgramo, con una diferencia, por
tanto, del orden de decenas de millones.!

Con la publicacién del primer numero de la revista Mikrochemic, en el
ano de 1923, la Microquimica recibié su confirmacién como ciencia. El
microanalisis, parte la mas importante de aquella, constituye, sin
duda, una reciente modalidad de la Quimica analitica.*

El primero y Unico trabajo de Quimica Analitica del que se tiene
noticia que ha sido galardonado con el Premio Noébel, es el
Microandlisis organico cuantitativo, de Fritz Pregl. Las técnicas de
Pregl se incorporaron pronto a todos los laboratorios de solvencia en
Quimica organica, como poderoso Yy, muy frecuentemente,
imprescindible medio de investigacion.*

Pero, en contra de la creencia bastante generalizada, la Microqguimica
es algo mas que el andlisis de pequefias muestras organicas. Es,
nada mas y nada menos, que toda la quimica organica e inorganica-
analisis y sintesis-experimentada en escala sustancialmente inferior a
la ordinaria, y sirve para desplazar, en forma insospechada, el limite
de eficiencia de aquélla, dotando al profesional de medios que le




permiten resolver problemas inabordables con auxilio de las técnicas
7 - 1
clasicas.

Conviene insistir sobre el hecho de que los métodos microquimicos no
presentan dificultades manipulativas extraordinarias. Cualquiera que
esté dotado de una formacion analitica aceptable, preparandose unos
meses en la resolucion de problemas experimentales, lograra adquirir
el criterio necesario para poder traducir en microescala cualquier
macroprocedimiento, sin mas que un poco de ingenio y alguna
paciencia para disefiar una técnica manipulativa y de observacion que
permita, manteniendo invariables las concentraciones del método
ordinario, seguir los cambios quimicos en el seno del pequefio
problema.’

Tabla 1. Las técnicas en la Microquimica y sus precursores.

Organica Métodos fisicoquimicos Inorganica
y otros

Sintesis  Analisis Andlisis  Sintesis
(Emich, Pregl) (Emich, Pregl) (Emich)  (Emich)
Anal. gases |
(Krogh) | |
| | Cualitativo Cuantitativo
Cuantitativo Cualitativo (Emich, Donau

(Emich, Pregl)

Ala glta, microscopia A la gota, microscopia
(Feigl, Behrens, Emich, Chamot) (Feigl, Behrens, Chamot,
Emich, Schoori)

Polarografia Espectroscopia Colorimetria Cromatografia
(Heyrovsky) (Kirchhof, Bunsen) (Nessler) (Tswett)




1.2. Microescala.

En nuestros dias se ha hecho mas evidente la necesidad de reducir la
escala de los métodos analiticos en los laboratorios escolares e
industriales, con el fin de proteger el medio ambiente, la seguridad de
los trabajadores y disminuir los elevados costos de operacion de los
laboratorios.

Hace algunos afios lo comun era trabajar con 50 o 100 g para sélidos
y 500 a 2000 mL para liquidos. Para llevar a cabo las distintas
técnicas de microescala las cantidades son menores de 1g o de 2 mL,
estas cantidades oscilan entre los 25 mg a 150 mg para solidos y de
100 a 200 mL para liquidos.

El fin de la técnica en microescala radica en dirigir los métodos
experimentales a las cantidades minimas de reactivos quimicos
requeridos y obtener los mismos resultados que con los métodos
tradicionales en donde las cantidades de estos son elevadas. Por lo
que esta técnica es una excelente forma para ensefiar la quimica
experimental en los laboratorios escolares.

1.2.1. Ventajas.

Las ventajas de la Quimica a microescala son:

+ Reduccion en el uso de productos quimicos, y por lo tanto la
reduccién de residuos en su origen.?

+ Reduccion tanto en los costos de compra, asi como, del
reciclaje y de la recopilacion de los materiales.?

+ Se produce un aumento considerable de la seguridad e higiene
en el laboratorio, de forma tal que se puede mejorar la calidad

3




de aire, se produce una menor exposicion a productos quimicos
toxicos, existe una menor posibilidad de que se inicie un fuego
0 se produzca una explosion y se disminuiria el niamero de
accidentes por el derrame de productos quimicos.?

+ Menor costo en vidrio roto, debido al costo del material
convencional mas pequefio (vasos, matraces, pipetas, placas,
etc.), en la actualidad los equipos que se utilizan para la
microescala son con juntas ensamblables algunas de ellas
esmeriladas o con rosca, son de alguna forma mas costosos
que el material convencional. ?

+ De acuerdo con la tendencia de utilizar la microescala tanto en
laboratorios escolares como en la industria, se espera que el
costo del material disminuya debido a que habria un mayor
numero de proveedores, los cuales conforme se incremente la
ofertazy la demanda de material tendrian que disminuir su
costo.

+ Implementar la politica medioambiental que promueve el
principio de las 3R”s: Reducir, reciclar y recuperar.?

+ Operar de manera mas racional posible de acuerdo a la técnica
utilizada, es decir ninguna de las técnicas es mas dificil de
aprender y aplicar con respecto a las técnicas convencionales.
De hecho el material a utilizar es mas facil de montar que los
convencionales.?

+ Adquisicion de destreza en el manejo de materiales vy
productos, desarrollo de habilidades que no se adquieren a
escala normal.?

+ Ahorro de tiempo en la dedicacion al analisis e interpretacion de
resultados. Por otro lado se reduce el tiempo de reacciéon de los
experimentos realizados a microescala en comparacioén con los
realizados de manera convencional.?

Actualmente mas productos son caracterizados por técnicas
instrumentales, incluyendo analisis térmicos, infrarrojo, resonancia
magnética nuclear, y espectroscopia. Estas técnicas son
inherentemente en microescala, ya que se requiere 1 g de producto
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para un estudio completo, suficiente para caracterizar el material en
varios métodos. 3

1.2.2.

Desventajas.

No propiamente se trata de desventajas, sino de pormenores o
inconvenientes que se pueden presentar como:

L4

Adquisicion de material de vidrio mas preciso y especial, asi
como de equipos de medicibn mas sofisticados y reactivos
qguimicamente mas puros.*

La dificultad de observar ciertos fenbmenos en comparacion a
una escala normal, como la transferencia de calor. Por lo que la
microescala se apoya de diversas técnicas instrumentales mas
recientes como la cromatografia de alta resolucion de gases o
liquidos, o de técnicas de anélisis térmico.*

El realizar una escrupulosa limpieza del material y el limitarse a
no poder usar grasas para sellar las juntas esmeriladas, debido
a que se produce un incremento en el riesgo de contaminacion
del producto y por lo consiguiente obtener un rendimiento
menor.*




1.3. Caracteristicas de benzoil metronidazol.

I

o
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Polvo cristalino, blanco o amarillo claro.

Soluble en acido acético, cloroformo, acetona y benceno. Poco soluble
en alcohol y eter dietilico; casi insoluble en agua.

Formula: C13H1304Nz MM 276.26.

Temperatura de fusién: entre 98°C y 102°C. °

1.3.1. Indicaciones terapéuticas.

Tratamiento de la amebiasis intestinal aguda y crdénica, amebiasis
luminal y extraluminal, incluyendo el absceso hepatico amebiano.
También esta indicado en el tratamiento de infecciones bacterianas
por anaerobios. Estd indicado en el tratamiento de la tricomoniasis
sintoméatico y asintoméatico para ambos sexos, y en el tratamiento de
giardiasis. °©

1.3.2. Farmacocinética y farmacodinamia.




El metronidazol posee una actividad antiprotozoaria y antimicrobiana
sobre formas intestinales y sistémicas muy amplias; es un amebicida
de tipo difusible de accion directa y efecto destructor sobre la E.
histolytica en sus formas quistica y trofozoita. También actua contra
bacterias anaerobias obligadas como bacteroides y Fusobacterium
spp, es util en todas las formas de amebiasis, pero particularmente
en la extra intestinal y en la tricomoniasis de localizacion intra y extra
vaginal en la mujer y en las del tracto genitourinario del hombre. °©

Por su bajo peso molecular, el metronidazol se difunde por todos los
tejidos y liquidos del organismo, incluyendo liquido cefalorraquideo,
alveolas, saliva, lagrimas, esperma en el hombre y leche materna en
la mujer. °

Se metaboliza en el higado y se elimina a través de la orina, heces y
leche materna. °

1.3.3. Contraindicaciones.

Hipersensibilidad al principio activo. Pacientes con antecedentes de
discrasias sanguineas. No debe usarse en forma simultdnea con
alcohol (posee efecto disulfiram). El metronidazol cruza la placenta,
por lo que su uso no se recomienda durante el primer trimestre del
embarazo. No se administre a pacientes con enfermedad organica del
SNC. No se debe administrar a pacientes con insuficiencia hepatica
grave. °

1.3.4. Restricciones de uso durante el embarazo y la
lactancia.

El metronidazol atraviesa la placenta y penetra a la circulaciéon fetal
rapidamente. °

El uso de metronidazol en el tratamiento de la tricomoniasis no debe
recomendarse en el primer trimestre del embarazo. Su uso en el
segundo y tercer trimestre del embarazo sélo se recomienda en
pacientes con sintomatologia que no pueda controlarse con otras
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medidas terapéuticas locales por el riesgo de producir altos niveles de
metronidazol en sangre materna y fetal. ©

El metronidazol es excretado por leche materna; sus concentraciones
son similares a las del plasma materno. No se recomienda su uso en
la lactancia, durante este tipo de tratamientos debe suspenderse la
lactancia y reiniciarla 24 a 48 horas después de descontinuar el
tratamiento. °

1.3.5. Reacciones secundarias y adversas.

Nauseas, vomito, sabor metdlico y desagradable en la boca, cefalea,
diarrea, mareo, pruarito. A dosis altas fiebre, eritema, leucopenia,
convulsiones, neuropatia periférica. °

1.3.6. Interacciones medicamentosas y de otro género.

Si se toman bebidas alcohdlicas se presenta una reaccion
disulfiramica caracterizada por enrojecimiento y sensacién de calor en
la cara, cefalea y ocasionalmente descenso de la tension arterial.
Todas estas reacciones desaparecen al terminar el tratamiento. °

Se ha informado que el metronidazol potencia los efectos
anticoagulantes de agentes cumarinicos. Su efecto disulfiram obliga a
que no se ingiera alcohol durante el tratamiento. °

La ingestion simultdnea de barbitdricos reduce la vida media del
metronidazol.

Puede disminuirse el metabolismo hepatico del metronidazolusado en
conjunto con cimetidina, lo que retarda su eliminaciéon y aumenta su
concentracién sérica y por lo tanto su toxicidad potencial. °

1.3.7. Presentaciones comerciales.




Flagenol-S. Tratamiento de la amebiasis intestinal. Suspension.
ALLEN. °

Nidrozol. Tricomonicida, lamblicida y amebicida. Suspension, tabletas.
IVAX. ©

Stomffler. Antibacteriano. Suspensién. LOEFFLER. °©

1.3.8. Método analitico para la valoracion de benzoil
metronidazol.

Disolver 250 mg de la muestra en 50 mL de acido acético glacial y 10
mL de anhidrido acético, titular con solucion 0.1 N de acido
perclérico, determinando el punto final potenciométricamente.
Efectuar una determinacion en blanco y hacer las correcciones
necesarias. Cada mililitro de solucion 0.1 N de acido perclorico
equivale a 27.53 mg de benzoil metronidazol. °




1.4. Potenciometria.

1.4.1. Definicion.

Los métodos potenciométricos de analisis se basan en las medidas del
potencial de celdas electroquimicas en ausencia de corrientes
apreciables. Desde el comienzo del siglo XX, las técnicas
potenciométricas se han utilizado para la deteccion de los puntos
finales en los métodos volumétricos de analisis.’

De origen mas reciente son los métodos en los que las
concentraciones de los iones se obtienen directamente del potencial
de un electrodo de membrana selectiva de iones. Tales electrodos
estan relativamente libres de interferencias y proporcionan un medio
rapido y conveniente para estimaciones cuantitativas de numerosos
aniones y cationes importantes. El equipo requerido para los métodos
potenciométricos es sencillo y econdmico e incluye un electrodo de
referencia, un electrodo indicador y un dispositivo para la medida de
potencial.’

Las titulaciones potenciométricas se encuentran entre las mas
exactas, porque el potencial sigue el cambio real de actividad, y por
tanto, el punto final a menudo coincidira directamente con el punto
de equivalencia.®

En la titulacion volumétrica de una sustancia en solucion, contenida
en un recipiente adecuado, se utiliza una solucidon previamente
valorada determinando electrométricamente el punto final, por medio
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de un medidor potenciométrico, o visualmente si se usa un indicador
: 5
interno.

La solucion valorada se selecciona respecto a su normalidad, de tal
manera que el volumen agregado, por medio de una bureta
graduada, sea entre el 30 por ciento y el 100 por ciento de la
capacidad nominal de la bureta. °

Nota: cuando se requiere menos de 10 mL de solucion valorada, se debera utilizar una
microbureta. Cuando el punto final se aproxima, la soluciéon volumétrica se agrega gota a
gota, hasta que la ultima adicion corresponda al punto final. La cantidad de sustancia
contenida en la solucibn muestra, se calcula de acuerdo con el volumen utilizado, tomando
en cuenta la normalidad de la solucién volumétrica y el factor de equivalencia de la
sustancia.’

1.4.2. Métodos para determinar el punto de equivalencia.

1.4.2.1. Método de las tangentes.

Si se grafica el potencial obtenido después de cada adicién del titulante contra
el volumen del mismo, se obtiene una curva cuya inflexion corresponde al
punto de equivalencia, el cual se determina trazando las tangentes a dicha
inflexién. Cuando la diferencia de potencial entre el oxidante y el reductor es
muy grande en el punto de equivalencia el cambio de potencial es muy
pronunciado y puede dar lugar a un error considerable si la tangente en el eje
de las ordenadas no se traza en forma adecuada.’

1.4.2.2. Gréfica de la primera derivada.

Al anadir titulante la reaccién de cambio del potencial alcanza un valor maximo
en el punto final. Asi, si se graficase la relacion de cambio del potencial al
variar el volumen (AE / AV) contra el volumen, se obtendra una curva en forma
de espiga y la punta de la misma coincidira con el punto final. Esto se logra de
manera conveniente afadiendo cantidades adicionales iguales de titulante en
las cercanias del punto final .

1.4.2.3. Gréfica de la segunda derivada.
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Se basa en el principio matematico de que la segunda derivada de la curva de
titulacion A? E / AV? es cero en el punto en el que el valor de la primera
derivada AE / AV es un maximo. Como la segunda derivada cambia de signo.
Cuando los incrementos de volumen son muy pequeinos, se pueden unir los
puntos maximo y minimo por medio de una linea recta. El punto de

equivalencia se puede determinar por interpolacién matematica de acuerdo con
la expresion: °

_ A2 E | AVZ(maximo)
V=V,+Av | &
1 AZE | AV? (maximo) - A %E / AVZ (minimo)

Donde: V = volumen en el punto de equivalencia.

V4= volumen al cudl la segunda derivada A®> E / AV? tiene el
maximo valor.

AV = incremento de volumen.
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1.5. Validacion.

1.5.1. Definicion.

Es la evidencia documentada que demuestra que a través de un
proceso especifico se obtiene un producto que cumple
consistentemente con las especificaciones y los atributos de calidad
establecidos.*®

1.5.2. Validacion de métodos analiticos.

El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es
demostrar lo conveniente que es para el propoésito considerado. **

La validacibn de un método analitico es el proceso por el cual se
establece por estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para la aplicaciéon analitica deseada. *?

En la validacion de métodos se suele hacer una division de los
mismos en dos grandes categorias: aquellos métodos que son
solamente cualitativos y los que son, ademas, cuantitativos. La
diferencia entre ambas categorias estriba en el nivel de andlisis de los
datos, lo cual implica un tratamiento mas exhaustivo de los
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resultados (en el caso de los métodos cuantitativos) o un nivel menos
extenso de los mismos (en el caso del método cualitativo).*®

La parte medular de la validaciéon es, sin duda, la aplicacion de toda
una serie de formulas y criterios para el manejo de los datos que se
obtienen en el laboratorio al hacer un analisis o un experimento de
manera repetida. Finalmente, se obtiene una serie de numeros y
datos que, vistos de golpe, no nos dicen nada. Sin embargo, el
agrupamiento, manejo y evaluacion de los mismos arroja resultados
que, a lo largo de los afios y con el desarrollo de la validacion se han
convertido en lenguaje comun y se han venido uniformizando para
poder establecer, con unos cuantos resultados, si un método es
vélido o no. >

1.5.3. Justificacion legal para realizar la validacion de un
meétodo analitico.

Un método analitico es identificado como un sistema critico en el
aseguramiento de la calidad, ya que tiene repercusiéon directa en el
producto. La constante de las empresas por alcanzar una mayor
productividad a menores costos, esta determinada entre otros
factores, al dictamen del producto y de sus materias primas en corto
tiempo, utilizando métodos de prueba de menor costo y menor
tiempo. por lo que el profesional farmacéutico es el responsable de la
calidad de los procesos, por lo que todo producto debe de satisfacer
los requisitos mediante la validacion de los métodos analiticos.

El Reglamento de Insumos para la Salud hace referencia a los
establecimientos que se dediquen a la fabricacion de insumos
(medicamentos, farmacos, materias primas y aditivos) y establece
que: los establecimientos que se destinen a la fabricacion de
insumos, llevaran el control analitico de estos. Dicho control debera
incluir, la validacion de las técnicas empleadas.

La Norma Oficial Mexicana NOM-164-SSA1-1998. buenas practicas de
fabricacion para farmacos que establece: que los controles de
laboratorio e inspecciones deben apoyarse en normas, PNO’s o
manuales que contengan las especificaciones para garantizar la
confiabilidad de sus resultados. Tales controles deben incluir:
validaciobn de meétodos analiticos utilizados por la empresa, no
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farmacopéicos o farmacopéicos que tengan desviaciones frente a la
farmacopea de referencia.

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993. Buenas practicas de
fabricacion para establecimientos de la industria quimica farmacéutica
dedicados a la fabricacion de medicamentos; establece que:

e Se lleven a cabo estudios de validacion de los procesos de
fabricacion y de los sistemas involucrados.

e Los métodos analiticos deben ser validados, de acuerdo a lo
establecido en el apartado “control del laboratorio analitico”.

e Debe contarse con métodos de andlisis validados para producto
a granel, producto terminado y materia prima.

1.5.4. Procedimientos analiticos a ser validados.

La discusion de la validacion de procedimientos analiticos esta
dirigida a los cuatro tipos mas comunes de procedimientos analiticos.
11

= Pruebas de identificacién. **
= Pruebas cuantitativas para el contenido de impurezas. **
= Pruebas limite para el control de impurezas. **

*» Pruebas cuantitativas del activo en muestras de sustancia o
del producto terminado o0 de otros componentes
seleccionados en el producto. **

Las pruebas de identificacibn estdn destinadas a asegurar la
presencia de un analito en una muestra. Esto se logra normalmente
mediante la comparacién de una propiedad de la muestra (por
ejemplo, espectro, comportamiento cromatogréafico, reactividad
quimica, etc.) con la de una sustancia de referencia. **
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El analisis de impurezas puede ser, ya sea una prueba cuantitativa o
una prueba limite para la impureza en una muestra. Cualquiera que
sea, se pretende reflejar con exactitud las caracteristicas de pureza
de la muestra. **

Los procedimientos de valoracion pretenden medir el analito presente
en una muestra dada. En este contexto, la valoraciéon representa una
medicién cuantitativa del o de los componentes principales en una
sustancia. Para el producto final, se aplican caracteristicas de
validacion similares cuando se trata del activo que para otros
componentes seleccionados, las mismas caracteristicas de validacion
pueden también aplicarse a las valoraciones asociadas con otros
procedimientos analiticos, por ejemplo disolucién. **

1.5.5. Categorias de ensayo de los métodos analiticos.

La USP divide los ensayos en categorias asignando a cada una de
ellas la diferente informacion analitica que es necesario obtener, esta
clasificacién es la siguiente.*®

Categoria 1: Métodos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales del producto a granel o de los ingredientes

activos (incluyendo los conservadores) en los productos terminados.
13

Categoria Il: Métodos analiticos para la determinacién de impurezas
en productos a granel o compuestos de degradaciéon en el producto
terminado. Estos métodos incluyen ensayos cuantitativos y pruebas
limite. *3

Categoria Ill: Meétodos analiticos para la determinacion de las

caracteristicas de desempefio (ej. Disolucion, liberacién de farmacos).
13

Categoria IV: Pruebas de identificacion. **
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1.5.6. Parametros de desempeio en la validacion de un
meétodo analitico.

En funcién de la aplicacion analitica del método, se indican los
siguientes parametros de desempefio a estudiar. **

TABLA 2. ParAmetros de desempefo a estudiar en validacion.
11

Caracteristica Identificacién| Pruebas de impurezas |Contenido/
potencia/
Cuantitativo |Limite valoracion

Exactitud No Si No Si
Precision
Repetibilidad No Si No Si

No Si No Si
Reproducibilidad
Especificidad Si Si Si Si
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Limite de|No No Si No
detecciodn

Limite de No Si No No
cuantificacion

Linealidad No Si No Si
Rango No Si No Si
1.5.6.1. Especificidad.

La especificidad es la habilidad de evaluar el analito inequivocamente en la
presencia de componentes que puede esperarse que esté presente.
Tipicamente éstos pueden ser impurezas, degradantes, la matriz, etc.,"

La carencia de especificidad de un procedimiento analitico individual puede ser
compensada por otro procedimiento (s) analitico de apoyo."

Esta definicion tiene las implicaciones siguientes:

Identificacién: Asegura la identidad de un analito.**

Pruebas de Pureza: Asegura que todos los procedimientos analiticos
realizados permitan una afirmacion exacta del contenido de las
impurezas de un analito, p. ej., prueba de sustancias relacionada,
metales pesados, contenido de residuos de solvente, etc.!*

Ensayo (contenido o potencia): Proporcionar un resultado exacto que
permite conocer el contenido o potencia del analito en la muestra.*!

1.5.6.2. Exactitud.

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la cercania
existente entre el valor verdadero que es aceptado como un valor
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convencional o un valor de referencia aceptado y el valor
encontrado.'*

1.5.6.3. Precision.

La precision de un procedimiento analitico expresa la cercania de los
valores (grado de concordancia) entre una serie de medidas
obtenidas de varias pruebas de la misma muestra homogénea en las
condiciones preestablecidas.**

La precision puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad,
precisién intermedia y reproducibilidad. **

La precision debe analizarse utilizando muestras homogéneas, puras.
Sin embargo, si no es posible obtener una muestra homogénea que
pueda ser analizada se puede realizar preparando muestras
simuladas o una solucién de la muestra. **

La precision de un procedimiento analitico por lo general es
expresada como la variacion, desviacion estandar o coeficiente de
variacion de una serie de medidas. **

1.5.6.3.1. Repetibilidad. La repetibilidad expresa la precision del
funcionamiento en un periodo corto de tiempo bajo las mismas
condiciones. La repetibilidad también es llamada intramétodo. **

1.5.6.3.2. Precision intermedia. La precision intermedia expresa
las variaciones que existen dentro del laboratorio en diferentes dias,
con diferentes analistas, equipo diferente, etc. **

1.5.6.3.3. Reproducibilidad. La reproducibilidad expresa la
precision entre laboratorios (por lo general en la colaboracion de los
estudios aplicados a la estandarizacién de la metodologia). **

1.5.6.4. Limite de deteccion.
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El limite de deteccidon de un procedimiento analitico es la cantidad
mas baja de analito que puede ser detectada en una muestra, pero
no necesariamente cuantificada como un valor exacto. **

1.5.6.5. Limite de cuantificacion.

El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico es la cantidad
mas baja de analito en una muestra que cuantitativamente puede ser
determinada con una precision y exactitud aceptables.

El limite de cuantificacion es un parametro cuantitativo para las
pruebas de los niveles mas bajos de compuestos en la muestra
original, y es usado en lo particular para determinar impurezas y/o
productos de degradacion. **

1.5.6.6. Linealidad.

La linealidad de un procedimiento analitico es su habilidad (dentro de
un rango dado) a obtener de la prueba resultados que son
directamente proporcional a la concentracion (la cantidad) de analito
en la muestra. **

1.5.6.7. Rango.

El rango de un procedimiento analitico es el intervalo entre los niveles
superior y mas bajo de concentracion (cantidad) de analito en la
muestra (incluyendo éstos) para los que se ha demostrado que el
procedimiento analitico tiene un nivel aceptable de precision,
exactitud y linearidad. **

1.5.6.8. Robustez.

La robustez de un procedimiento analitico es la medida de su
capacidad de permanecer normal por las variaciones pequefas, pero
deliberadas en los parametros del meétodo y proporciona una
indicacién de su fiabilidad durante su uso normal. **
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Para realizar la valoracion de benzoil metronidazol utilizando el
método analitico descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos, se emplean cantidades elevadas de &cido acético glacial,
anhidrido acético y acido perclérico, lo cual ocasiona que se produzca
una gran cantidad de desechos y se tenga que realizar un gasto en el
tratamiento de estos ya que son reactivos toxicos. Por tal motivo se
pretende reducir la escala del método oficial con la finalidad de
disminuir el costo de la practica, la generacion y tratamiento de los
desechos producidos, asi como el aumento en la seguridad dentro del
laboratorio, ademas de un beneficio ecoldgico. La disminuciéon de las
cantidades para el experimento se desarrollaran partiendo del método
oficial hasta asegurar que se siguen manteniendo los mismos
parametros de validaciobn que en el método oficial, ofreciendo el
método desarrollado calidad y veracidad.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo general.

*

Disefiar, desarrollar y validar un método analitico para la
valoracion de benzoil metronidazol aplicando la técnica de
microescala, que satisfaga los parametros de desempefio de
calidad de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

3.2. Objetivos particulares.

*

Optimizar el consumo de recursos materiales al desarrollar la
técnica de valoracion para benzoil metronidazol en
microescala.

Analizar y comparar el costo de los dos métodos asi como la
cantidad de productos de desecho producidos tanto por el
meétodo convencional como el realizado a microescala.

Colaborar en la mejora continua de la ensefianza experimental
de la Quimica en los laboratorios de Quimica Analitica y de
Control de Calidad.
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4. HIPOTESIS.

Al aplicar la técnica de microescala en el desarrollo de un método
analitico para cuantificar benzoil metronidazol, podra observarse que
al validar el método disefiado y desarrollado, se obtienen los mismos
resultados que con el método analitico farmacopéico.
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5.

5.1. Materiales.

DISENO EXPERIMENTAL.

Tabla 3. Lista de reactivos, marca y lote.

Nombre del reactivo. Marca. Lote.
Acido acético glacial. J. T. Baker A36C77
Anhidrido acético. J. T. Baker Y28C56, A34C52
Acido perclorico. J. T. Baker 39465
Biftalato de potasio, cristal. J. T. Baker Y09598
Metronidazol, benzoil. HELM | -
Cristal violeta. | | e
Tabla 4.Lista de material, caracteristicas y volumen.

Material. Caracteristicas. | Marca Volumen.
Bureta Vidrio. PIREX 50 mL, 25 mL, 10 mL
Bureta. Vidrio. KIMAX. [10ml.
Matraz volumétrico. Vidrio. PIREX. 1000 mL.
Pipeta graduada. Vidrio. PIREX. [10mL,5mLy 1 mL.
Probeta. Vidrio. PIREX. 50 mly 25 mL.
Probeta. Vidrio. KIMAX. [10mL.
Pinza para bureta. Acero inoxidable |FELISA.
Vaso de precipitado. Vidrio. KIMAX. |[250 mL, 150 mL, 100
mL, 50mL, 30 mL

Vaso de precipitado Vidrio. PYREX. [10mL.
Soporte universal. Acero inoxidable

Tabla 5. Lista de equipos e instrumentos, marca y modelo.

Equipo e instrumentos. Marca. Modelo.
Balanza analitica. OHAUS EXPLORER®PRO EP214
Campana de humos. SEV SP46925
Estufa de secado. NATIONAL APPLIANCE Co. 5836
Parrilla de agitacion. BARNSTEAD INTERNACIONAL |CH76

S.A.
Potenciometro. Cole Parmer
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5.2. METODOLOGIA DEL PROYECTO

52.1.
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6. DESARROLLO.

6.1. Caracterizacion de benzoil metronidazol.

6.1.1. Sustancia de referencia.

Se secaron 2 g de benzoil metronidazol durante 4 horas a 60°C, con
vacio.

6.1.2. Descripcion.

Polvo cristalino, blanco o amarillo claro.

6.1.3. Ensayo de identidad.

Se pes6 1 mg de benzoil metronidazol y se disolvié en 100 mL de
etanol, la muestra se ley6 en el espectro UV, exhibiendo maximos y
minimos a las mismas longitudes de onda que las de una solucion
similar de la SRef de benzoil metronidazol.

6.1.4. Temperatura de fusion.

Se colocaron en un cubreobjetos algunos cristales de la muestra,
determinando su punto de fusion utilizando el aparato de Fisher-
Jhons, la temperatura de fusion fue de 99°C.

6.1.5. Solubilidad.

Se pesaron por separado 3 muestras de 100 mg de benzoil
metronidazol.

Se solubiliz6 cada muestra en 2.5 mL de acido acético glacial, en 2.2
mL de acetona o en 2.0 mL de cloroformo.
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Siempre que se menciona la solubilidad, debe entenderse que se
toma la temperatura de 25°C y esta propiedad se expresa con los
siguientes términos:

Tabla 6. Tabla de solubilidad.

Partes de disolvente en volumen
Términos. requeridas para 1 parte de soluto.
Muy soluble. Menos de una parte.
Facilmente soluble. De 1 a 10 partes.
Soluble. De 11 a 30 partes.
Poco soluble. De 31 a 100 partes.
Ligeramente soluble. De 101 a 1000 partes.
Muy ligeramente soluble. De 1001 a 10000 partes.
Casi insoluble. Mas de 10000 partes.
6.1.6. Pérdida por secado.

Se pesaron 2 g de benzoil metronidazol, los cuales se secaron
durante 3 horas a 80°C en una estufa de desecacion. La pérdida no
fué de mas de 0.5 por ciento.

6.1.7. Valoracioén.

Se pesaron 250 mg de la muestra y se disolvieron en 50 mL de acido
acético glacial y 10 mL de anhidrido acético, se titularon con solucién
0.1 N de &cido perclorico, determinado el punto final
potenciométricamente. Se realiz6 una determinacion en blanco para
realizar las correcciones necesarias. Cada mililitro de solucion 0.1 N
de acido perclorico equivale a 27.53 mg de benzoil metronidazol.
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6.2. Realizacibn a microescala del método  analitico
farmacopéico.

6.2.1. Microescala a un 50 por ciento.

Se pesaron 125 mg de la muestra y se disolvieron en 25 mL de acido
aceético glacial y 5 mL de anhidrido acético, se titularon con solucion
0.1 N de acido perclorico, determinado el punto final
potenciométricamente. Se efectudé una determinacion en blanco para
realizar las correcciones necesarias. Cada mililitro de solucion 0.1 N
de acido percldrico equivale a 27.53 mg de benzoil metronidazol.

6.2.2. Microescala a un 25 por ciento.

Se pesaron 62.5 mg de la muestra y se disolvieron en 12.5 mL de
acido aceético glacial y 2.5 mL de anhidrido acético, se titularon con
solucion 0.1 N de &cido perclorico, determinado el punto final
potenciométricamente. Se efectudé una determinacion en blanco para
realizar las correcciones necesarias. Cada mililitro de solucion 0.1 N
de acido percldrico equivale a 27.53 mg de benzoil metronidazol.

6.2.3. Microescala a un 20 por ciento.

Se pesaron 50 mg de la muestra y se disolvieron en 10 mL de acido
acético glacial y 2 mL de anhidrido acético, se titularon con solucién
0.1 N de &cido perclorico, determinado el punto final
potenciométricamente. Se efectué una determinacion en blanco para
realizar las correcciones necesarias. Cada mililitro de solucion 0.1 N
de acido percloérico equivale a 27.53 mg de benzoil metronidazol.

6.2.4. Microescala a un 10 por ciento.

Se pesaron 25 mg de la muestra y se disolvieron en 5 mL de acido
acético glacial y 1 mL de anhidrido acético, se titularon con solucién
0.1 N de &cido perclorico, determinado el punto final
potenciométricamente. Se efectué una determinacion en blanco para
realizar las correcciones necesarias.

Cada mililitro de solucion 0.1 N de acido perclérico equivale a 27.53
mg de benzoil metronidazol.
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7. Seleccidon del método en microescala a validar.

Es necesario hacer un estudio estadistico para seleccionar el método
a menor escala que no presente una respuesta analitica
significativamente diferente al método oficial.

Para obtener la muestra analitica se realizo por sextuplicado la escala
de trabajo (100, 50, 25, 20 y 10 por ciento). Los datos obtenidos se
sometieron a un andalisis de varianza de un solo factor para proceder
a validar a la menor escala, que no represente diferencias
significativas a un 5 por ciento con respecto a las respuestas
analiticas de cada escala del método analitico.
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8. Metodologia de validacion.

8.1. Linealidad del sistema.

Se prepararon 5 niveles de concentracion. El nivel de concentracion
central debe ser el 100 por ciento, y deben de preparase dos niveles
de concentracion inferiores (80 por ciento y 90 por ciento) y 2
superiores (110 por ciento y 120 por ciento). Cada nivel de
concentracion fue preparada por triplicado por pesadas separadas.
Midiéndose la respuesta analitica bajo las mismas condiciones de
medicion, reportando la relaciobn concentracidon contra respuesta
analitica.

Se calcularon, el valor de la pendiente, la ordenada al origen, el
coeficiente de correlacion y el coeficiente de variacion (CV) para la
sefial analitica contra la concentracion.

Los criterios de aceptacién son: r> > a 0.98, pendiente mayor a cero,
ordenada al origen igual a cero. Se determinaron los intervalos de
confianza para los parametros estipulados. Con estos datos, se
dictamina si todo el sistema (potencidmetro) analitico funciona
correctamente.

Linealidad del sistema:

m ( pendiente)

b (ordenada al origen)

r? (coeficiente de determinacion)

8.2. Precision del método.

8.2.1. Repetibilidad.

Se determind el CV considerando los valores que corresponden al 80,
100 y 120 por ciento de la concentracion obtenidos en la linealidad
del método.

El CV del por ciento de recobro, debe ser menor a 2 por ciento.

30




8.2.2. Precision intermedia.

Se analizé por triplicado una muestra homogénea del producto que
contenia un nivel igual al 100 por ciento en dos dias diferentes y por
dos analistas diferentes. Cumpliendo con el método analitico.

Reportandose el contenido de cada muestra y se calculé el promedio
aritmeético, desviacion estandar y el coeficiente de variacion total
(CV).

El CV debe ser menor o igual al 2 por ciento si el método es
volumeétrico o no mayor del 3 por ciento si el método es quimico o
espectrofotométrico.

8.3. Linealidad del método.

Se graficé una curva de concentraciones de 80, 90, 100, 110y 120
por ciento a partir de pesadas separadas, haciendo el analisis por
triplicado para cada una de las concentraciones.

Fue reportada la relacion de cantidad adicionada contra cantidad
recuperada como por ciento de cada muestra.

Se calculé la pendiente, ordenada al origen, desviacion estandar,
coeficiente de determinacion, intervalo de confianza para la
pendiente, intervalo de confianza para la ordenada al origen y el
coeficiente de variaciéon de la regresion.

Los criterios de aceptacion de el coeficiente de determinacién de la
cantidad adicionada contra la cantidad recuperada fueron minimo
0.98, el intervalo de confianza de la pendiente debe de incluir la
unidad, el intervalo de confianza para la ordenada al origen debe
incluir el cero, el coeficiente de variacién de la regresion no debe ser
mayor de 2 por ciento si el método es volumétrico o no mayor del 3
por ciento si el método es quimico o espectrofotométrico.
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8.4. Exactitud y repetibilidad.

Fueron preparadas 6 muestras por pesadas separadas
determinandose las concentraciones bajo las mismas condiciones de
operacion. Reportando el recobro de cada muestra.

Para el recobro se reporto el promedio aritmético, la desviacion
estandar, el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza
del recobro. El intervalo de confianza del recobro incluyo el 100 por
ciento o que el promedio aritmético del por ciento de recobro se
incluya en el intervalo.

El coeficiente de variaciéon del recobro no debe ser mayor al 2 por
ciento si el método es volumétrico o no mayor del 3 por ciento si el
método es quimico o espectrofotométrico.

8.5. Robustez.

Se desarroll6 tomando en tres condiciones distintas, empleando en la
condicion normal el &cido acético glacial y el anhidrido acético
utilizado en la validacién de los dos métodos, en el segundo caso se
cambia el lote de acido acético glacial utilizado y en la tercer
condicion se cambia el lote de anhidrido acético.

Reportar el contenido para cada condicion vy calcular el promedio
aritmético de cada condicidon establecida y de la condicion normal de
operacion. La diferencia absoluta entre el promedio de cada condicion
respecto a la condicién normal de operacion, no debe exceder el 2
por ciento para métodos volumétricos y cromatograficos, y no mas
del 3 por ciento para métodos quimicos o espectrofotométricos.
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O. Resultados y analisis de resultados.

9.1. Ildentificaciéon de materia prima.

Se realizaron los analisis correspondientes para benzoil metronidazol
como materia prima de acuerdo a la monografia reportada en la
FEUM, séptima edicion, obteniendo los siguientes resultados,

Tabla 7. Resultados obtenidos en la identificacion de benzoil

metronidazol.

Andlisis

Especificacion

Resultado.

Descripcion.

Polvo cristalino, blanco o
amarillo claro

Cumple

Solubilidad

Soluble en &cido acético,
cloroformo, acetona y benceno.
Poco soluble en alcohol, y en
eter dietilico; casi insoluble en
agua.

Cumple

Ensayo de identidad

El espectro UV de una solucién
al 0.001 por ciento de la muestra
en etanol, exhibe maximos vy
minimos a las mismas longitudes
de onda que una solucion similar
de Ila SRef de benzoll
metronidazol.

Cumple

Temperatura de fusion

Entre 98 °Cy 102 °C

Cumple

Pérdida por secado

No mas de 0.5 por ciento. Secar
durante 3 horas a 80 °C

Cumple

Valoracion.

Contiene no menos del 98.0 por
ciento y no mas del 102.0 por
ciento.

99.548 por ciento

Se llevaron a cabo los ensayos de identidad de la materia prima para
corroborar que se trataba de benzoil metronidazol, cada prueba se

realiz6 por triplicado, por lo que se

continud con la técnica de

escalamiento del método oficial, ya que la materia prima cumplié con
lo especificado en la FEUM.
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9.2. Validacion del método analitico farmacopéico.

9.2.1. Precision del sistema.

Tabla 8. Precision del sistema, respuesta analitica y
parametros estadisticos.

Muestra Respuesta analitica.

1 99.447

2 98.917

3 99.032

4 99.11

5 98.993

6 98.459
Parametros estadisticos.
Sumatoria de y 593.958
Promedio de Y 98.993
Desv. estandar 0.32008061
Coeficiente de variacion 0.32333661

Se realiz6 por sextuplicado la preparacion a la concentracion del
analito, determindndose la respuesta analitica y calculandose los
paradmetros estadisticos de desempefio para el sistema, obteniéndose
un coeficiente de variacion menor al 1.5 por ciento, por lo que el
sistema es preciso al tener los criterios de aceptacion favorables.
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9.2.2. Exactitud y repetibilidad.

Tabla 9. Cantidad recuperada, parametros estadisticos y
criterios de aceptacion para exactitud y repetibilidad.

Muestra Cantidad recuperada

1 250.402026

2 249.069096

3 248.9602

4 246.37029

5 249.041574

6 248.98698
Parametros estadisticos.
Promedio 248.805028
Desv. estandar 1.3161476
Coeficiente de variacion. 0.52898754
Intervalo de confianza | 247.423591 a 250.186465
para la media
poblacional

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para la exactitud y
repetibilidad del método cuando se desarrolla de manera
convencional. El intervalo de confianza del recobro incluye dentro de
los intervalos de confianza calculados con el estadigrafo de contraste
t de estudent al promedio aritmético.

El coeficiente de variacion de la cantidad recuperada no excede el 2
por ciento por lo que se cumple con los criterios de aceptacion para la
exactitud y repetibilidad.
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9.2.3. Precision del método.

Tabla 10. Parametros estadisticos, criterios de aceptacion y
contenido de analito para precision del método.

Analista 1 Analista 2
Dia Contenido de analito Contenido de analito
(%) (%)
99.447 99.526
1 98.917 100.009
99.032 99.537
99.11 99.486
2 98.993 99.558
98.459 99.508
Parametros estadisticos
Suma 1191.582
Nuamero de datos 12
Promedio 99.2985
Desviaciéon estandar 0.40810816
Coeficiente de variacion 0.41099127

Se analiz6 por triplicado las muestras cercanas a 250 mg de analito,
en dos dias diferentes por dos analistas diferentes, bajo las mismas
condiciones.

Como se observa en la tabla 10, se reportd la valoracion (contenido
del analito) de las muestras, calculandose el promedio aritmético, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion el cual cumple con
los requisitos sefalados para la precision del método.
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9.2.4. Linealidad del método.

Tabla 11. Cantidad recuperada, cantidad adicionada, porciento
de recobro, parametros estadisticos y criterios de aceptacion
para linealidad del método.

Muestras Recobro Cantidad Cantidad
(%) adicionada | recuperada.

1 99.4011 200.4 199.2

2 99.6063 200.2 199.41

3 99.806 200 199.61

4 99.3777 250.3 248.74

S 99.2085 250.5 248.51

6 99.2085 250.5 248.51

7 99.2827 300.3 298.14

8 99.3487 300.2 298.24

9 99.3307 300.2 298.19
Parametros estadisticos
Suma 894.5702
Suma cuadrados 88917.6182
Promedio 99.3966889
Intervalo de confianza para la
pendiente 08.9853592 a 99.87212969
Desviacion estandar 0.19440084
Coeficiente de variacion 0.1955808

Se preparé por triplicado una muestra correspondiente al 80 por
ciento, 100 por ciento y 120 por ciento, las cuales fueron analizadas
en igualdad de condiciones por un mismo analista, utilizando como
referencia la muestra del 100 por ciento (250 mg).

En la tabla 11 como se puede observar se determind la cantidad de
analito recuperada y la cantidad adicionada, el intervalo de confianza
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para la pendiente, el cual incluye la unidad, y el coeficiente de
variacion menor al por ciento especificado para esta prueba.

Grafica 1. Linealidad del método al 100 por ciento.
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En la gréfica se observa

la cantidad adicionada contra la cantidad

recuperada con un coeficiente de correlacion de 0.999678177 y un
coeficiente de determinacion de 0.999356457. Por lo tanto el método
es lineal y cumple con los criterios de aceptacion especificados.
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9.2.5.

Linealidad del sistema

Concentracion.

Vol. titulante

79.68 7.475
79.7648 7.475
79.8448 7.475
88.8057 8.325
88.8453 8.325
88.7661 8.325
99.497 9.326
99.407 9.325
99.407 9.325
109.0496 10.224
109.1288 10.224
109.01 10.224
119.2584 11.176
119.298 11.176
119.2764 11.174
Parametros estadisticos.
Coeficiente de correlacion 0.99999234
Coeficiente de
determinacion 0.99998467
Pendiente 0.09366348
Ordenada al origen 0.00525

Intervalo de confianza
para la ordenada al origen

0.091986289 a 0.09403371

Tabla 12. Concentracion tedrica respuesta analitica y criterios
de aceptacion para linealidad del sistema.
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Se prepararon por triplicado niveles de concentracion equivalentes al
80 por ciento, 90 por ciento, 100 por ciento, 110 por ciento y 120 por
ciento. Se determindé la respuesta analitica bajo las mismas
condiciones a cada una de las concentraciones, -calculandose
pendiente, ordenada al origen y coeficiente de determinaciéon el cual
es mayor de 0.98 y el intervalo de confianza para la ordenada al
origen.

Grafica 2. Linealidad del sistema al 100 por ciento.
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La grafica 2 corresponde a la concentracion contra la respuesta
analitica, de donde se obtuvieron el coeficiente de correlacion y de
determinacion, asi como de la pendiente. Por lo tanto el sistema se
considera lineal, ya que cumple con los criterios de aceptacion
especificados.
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9.2.6. Robustez.

Tabla 13. Concentracién en porcentaje, promedio aritmético de
la concentraciéon en por ciento y criterios de aceptacion para

robustez.
Muestra Concentracion Promedio aritmético
(%) de la concentracién
en por ciento
1) Condicion normal 100.16081
2) Condicion normal 99.6276384 99.7908429
3) Condicién normal 99.58408
1) Cambio de &cido acético
glacial 99.0712608
2) Cambio de &cido acético 99.23877
glacial 99.0502272
3) Cambio de &cido acético
glacial 99.594822
1) Cambio de anhidrido acético 99.5953712
2) Cambio de anhidrido acético 99.5953712 99.5951881
3) Cambio de anhidrido acético 99.594822
Criterios de aceptacion.
di 1 0.55207293
di 2 0.1956548

Se desarroll6 el método en tres condiciones distintas a la normal,
variando el numero de lote de acido acético glacial en una y en la
otra el numero de lote del anhidrido acético. Como se observa en la
tabla 13 se reporto la valoracion para las tres condiciones. La
diferencia absoluta entre ambas condiciones no es mayor al 2 por
ciento, por lo tanto el método mantiene su desempefio con respecto a
las variaciones propuestas.
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10. Resultados del escalamiento del método oficial.

El analisis de varianza (ANOVA) es una técnica en donde se observa
la variacion total presente en un conjunto de datos que se divide en
varios componentes, cada uno de las cuales tiene asociada una
fuente de variacion especifica, de manera tal, que en el analisis, sea
posible conocer la magnitud de las contribuciones de cada fuente de
variacion a la variacion total.

Los resultados obtenidos en el escalamiento del método analitico
farmacopéico para valorar benzoil metronidazol al 100 por ciento, 50
por ciento, 25 por ciento y 15 por ciento, se utilizaron para realizar la
siguiente tabla de analisis de varianza en la cual se divide la variacion
de los datos en dos componentes; el primero entre grupos y el
segundo dentro del grupo para realizar analisis.

Tabla 14. Tabla de analisis de varianza considerando los 4
niveles de concentracion.

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 196.459 3  65.4863 18.67 0.0000
Within groups 70.1499 20 3.50749

Total (Corr.) 266.609 23

En la tabla 14 de andlisis de varianza se observa que el valor de P es
menor a 0.05 se dice que hay una diferencia significativa al 5 por
ciento entre las cantidades medias de las respuestas analiticas para
los 4 tratamientos. De acuerdo a esto el propodsito de escalar la
técnica farmacopéica a una escala menor en la cual se utilice la
menor cantidad de reactivos y se obtengan los mismos resultados
que en la técnica oficial, se elegiria trabajar con la técnica al 25 por
ciento.
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Grafica 3. Grafica de valores medios con un intervalo de
confianza del 95 por ciento de la respuesta analitica.
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En la grafica 3 se muestra la media para cada grupo de datos y el
error normal de cada media que es una medida de su variabilidad. El
nivel 1 es la valoracién de benzoil metronidazol al 100 por ciento, el
nivel 2 representa la valoracion del benzoil metronidazol a un 50 por
ciento, el nivel 3 representa la valoracion de benzoil metronidazol a
un 25 por ciento y en nivel 4 representa la valoracién de benzoil
metronidazol a un 15 por ciento. Al realizar el microescalamiento del
método analitico farmacopéico se va reduciendo el volumen de
material utilizado asi como de las cantidades de los reactivos, con lo
cual solo hasta el nivel 3 se obtuvo una media semejante al nivel 1.

43




11. Validacion del método analitico de valoracién a la
escala de 25 por ciento.

11.1.Precision del sistema.

Tabla 15. Respuesta analitica, parametros estadisticos y criterios de
aceptacion para precision del sistema.

Respuesta
Muestras analitica
62.8 2.349
62.6 2.349
62.5 2.33
62.6 2.33
62.7 2.33
62.7 2.329
Parametros estadisticos
Suma 14.017
Promedio 2.33616667
Desviacion estandar 0.0099482
Coeficiente de variacion 0.42583431

Se pesaron por sextuplicado muestras con las cantidades
especificadas para el método al 25 por ciento, como se puede
observar en la tabla 14 se determind la respuesta analitica,
calculando los parametros estadisticos de desempefo, dando
resultados dentro de las especificaciones por lo cual se dice que el
método es preciso.
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11.2. Exactitud y repetibilidad

Tabla 16. Exactitud y repetibilidad, por ciento de recobro,
parametros estadisticos y criterios de aceptacion.

Muestras Cantidad recuperada

62.8 62.72778
62.6 62.727704
62.5 62.22
62.6 62.220018
62.7 62.220345
62.7 62.193384

Parametros estadisticos

Promedio 62.3848718

Desviacion

estandar 0.265787

Coeficiente de

variacion 0.42604546

Intervalo de

confianza para la

media poblacional 62.66 a 62.10

Se prepararon seis muestras pesadas por separado de acuerdo con
las especificaciones del método escalado a un 25 por ciento, las
muestras fueron analizadas bajo las mismas condiciones, utilizando
como referencia la muestra y se determiné la cantidad recuperada de
analito. Como se observa en la tabla 15 se calculo el intervalo de
confianza para la media poblacional que incluye al 100 por ciento, se
calculd el promedio del por ciento de recobro y el coeficiente de
variacion que es menor al especificado.

45




11.3. Precision del método

Tabla 17. Contenido del analito, pardmetros estadisticos y
criterios de aceptacion para precision del método.

Analista 1 Analista 2
Dia Cont_enido del Cont.enido del
analito en (%)| analito en (%)
99.447 99.526
1 98.917 100.009
99.032 99.537
99.11 99.486
2 98.993 99.558
98.459 99.508

Parametros estadisticos

Promedio 99.4198333
Desviacion

estandar 0.15949834
Coeficiente de

variacion 0.16033023

Se analiz6 por triplicado la muestra con cantidades cercanas a 62.5
mg de analito en dos dias diferentes por dos analistas diferentes bajo
las mismas condiciones de analisis. Como se observa en la tabla 16
se reporto la valoracion (concentracion del analito) de las muestras,
calculandose el promedio aritmético, desviacion estandar y el
coeficiente de variacién, dando los resultados obtenidos dentro de lo
especificado para precision del método por lo que se dice que el
método es preciso y cumple con su disefio.
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11.4. Linealidad del método.

Tabla 18. Cantidad recuperada, cantidad adicionada, por ciento
de recobro y criterios de aceptacion para la linealidad del

método.
Por ciento de
Cantidad Cantidad recobro
Muestra adicionada recuperada (%)
1 50.2 49.73 99.0786
2 50.4 4951 98.241
3 50 49.93 99.873
4 62.6 62.12 99.2342
5 62.4 62.29 99.8287
6 62.6 62.12 99.2342
7 75 74.5 99.339
8 75 75.01 100.015
9 75 75.01 100.015
Parametros estadisticos.
Suma 894.8587
Suma cuadrados 88977.3388
Promedio 99.4287444
Desviacion estandar 0.57682382
Coeficiente de variacion 0.58013789
Coeficiente de correlacion 0.99967818
Coeficiente de determinacion 0.99935646
Pendiente 0.98697822
Intervalo de confianza para la
pendiente 98.45867 a 99.56239

Se prepard por triplicado una muestra correspondiente al 80 por
ciento, al 100 por ciento y al 120 por ciento, de acuerdo al método
escalado al 25 por ciento. Como se puede observar en la tabla 17 se
hicieron las determinaciones para ver la linealidad del sistema, por lo
que los valores obtenidos con respecto a lo especificado para
linealidad del método son confiables por lo que se dice que el método
a un 25 por ciento es lineal.
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Grafica 4. Linealidad del método a un 25 por ciento.
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En la gréfica 4 se puede observar la linealidad del método en cuanto
a la cantidad adicionada contra la cantidad recuperada. Por lo cudl el
meétodo es lineal.
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11.5.Linealidad del sistema.

Tabla 19. Concentracion tedrica, respuesta analitica y criterios
de aceptaciéon para linealidad del sistema.

Concentracién Vol. gastado
79.58 1.87
79.2216 1.869
79.8984 1.87
90.0774 2.109
89.2818 2.09
89.2557 2.089
99.393 2.33
99.669 2.329
99.393 2.33
109.8867 2.57
109.6843 2.569
109.7272 2.57
119.2068 2.79
120.018 2.809
120.018 2.809
Criterios de aceptacion.
Coeficiente de correlacién 0.99993705
Coeficiente de
determinacion 0.9998741
Pendiente 0.02325778
Intervalo de confianza para
la pendiente 0.02268743 a 0.02336792
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Grafica 5. Linealidad del sistema a un 25 por ciento
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Se prepararon por triplicado niveles de concentracion al 80, 90, 100,
110 y 120 por ciento, con las especificaciones del método escalado al
25 por ciento. Como se observa en la tabla 18 se determino la
respuesta analitica bajo las mismas condiciones, calculando Ila
pendiente, el intervalo de confianza para la pendiente y el coeficiente
de determinaciéon el cual es mayor a 0.98, asi los criterios de
aceptacion se cumplen por lo cual se puede decir que el sistema es
lineal.

En la grafica 5 se puede observar la respuesta analitica contra la
concentraciéon, en donde se puede ver la linealidad del sistema.
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11.6. Robustez.

Tabla 20. Concentracion en porcentaje, promedio aritmético de
la concentracion en porcentaje y criterios de aceptacion para

robustez.
Muestra Concentracion Promedio aritmético
expresada en de la concentracion en

porcentaje porcentaje

1 Condicion normal 100.364448

2 condicion normal 100.364326 100.093591

3 Condicién normal 99.552

1 Cambio de éacido

aceético Glacial 99.552 99.7628635

2 Cambio de Aacido

aceético Glacial 100.184038

3 Cambio de acido

acético Glacial 99.552552

1 Cambio de anhidrido

acético 98.697664 98.9969205

2 Cambio de anhidrido

acético 98.698

3 Cambio de anhidrido

acético 99.5950976

Criterios de aceptacion.

dil 0.330728
di 2 1.09667093

Se desarroll6 el método en tres condiciones distintas a la normal,
variando en una el numero de lote de acido acético glacial en una y
en la otra el numero de lote del anhidrido acético, conforme a lo
especificado para el método al 25 por ciento. Como se observa en la
tabla 19 se reporto la valoracion para las tres condiciones. La
diferencia absoluta entre ambas condiciones no es mayor al 2 por
ciento, por lo tanto el método mantiene su desempefio con respecto a
las variaciones propuestas
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12. Comparacion de costos de los métodos.

Tabla 21. Comparacion de costos del método al 100 por ciento
y del método al 25 por ciento.

Reactivo Costo en délares | Costo en délares
al 100 % al 25 %

Acido acético

glacial 4.60 1.15

Anhidrido acético. 5.80 1.45

Acido perclorico 0.6 0.15

Total 11 2.75

Realizando la valoracion por triplicado en el analisis de materia prima
por el método analitico farmacopéico que equivale al 100% se
produce en gasto econdémico de 11 ddélares aproximadamente, en
cambio si se realiza la valoracion al 25 por ciento se reduce hasta en
un 75 por ciento el gasto de reactivos correspondiendo a un total de
2.75 dolares

Siendo por lo tanto, benéfico para una mejor administracion y
crecimiento de cualquier laboratorio o empresa.

52




13. Comparacion de la generacion de desechos entre ambos
meétodos.

Tabla 21. Comparacion de la generacion de desechos del
método al 100 por ciento y del método al 25 por ciento.

Reactivo Cantidad Cantidad
utilizada al 100 % | utilizada al 25 %

Acido acético 150 mL 37.5mL

glacial

Anhidrido acético. 15 mL 3.75 mL

Acido perclérico 27.9 mL 6.975 mL

Total 192.9 mL 48.225 mL

Al realizar la valoraciéon por triplicado en un analisis de materia prima
por el método analitico farmacopéico se generarian 192.9 mL de
desechos, en cambio si se realiza la valoracién al 25 por ciento se
reduciria hasta en un 75 por ciento la generacién de dichos desechos.

Los beneficios de esta reduccién en la generacion de desechos y en el
consumo de reactivos se pueden ver reflejados en distintos ambitos
como el econémico, tendria un impacto ecolégico considerable, menor
riesgo de trabajo y un ambiente de trabajo en el laboratorio al tener
una menor cantidad de compuestos contaminantes.
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14. Conclusiones

Se disefnod desarrollé y validé el método analitico para la
valoracion de benzoil metronidazol aplicando la técnica en
microescala, cumpliendo con los parametros de desempefio de
calidad de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Se optimizé el consumo de recursos materiales al desarrollar la
técnica de valoraciéon para benzoil metronidazol en microescala.
Analizandose y comparandose el costo de los dos métodos asi
como la cantidad de productos de desecho producidos tanto por
el método convencional como el realizado a microescala.

Se colabor6 en la mejora continua de la ensefianza experimental
de quimica en los laboratorios de quimica analitica y de control de
calidad en donde puede ser aplicado este método como proyecto
experimental docente.
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