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INTRODAXCCION.

En 1a artnalidad deb 3 de a3l avanece ciantificn vy
tecnolanicn 1a introducci an de nuevos medicamentos a)l  mercado v
al emplen de tércniras analiticas parna précticas, cnon eiev ado
costo v mantenimiento de sits equipos, Ja industria farmacéutica
requiere del desarrnliln de métndns analitirns qie sean ranfiahles,
eficientes v rapidos para el contral de rcalidad de sne

proaductns.

Dichme métndns  analitinns deben  ademss  asequrar  m
adecuadgo contral de la caljdad en las dijferentes etapas de
fabricacion vy momn productn terminade, 1o que permite verificar
que el medicamento al ser administrado cumpla debidamente con
las funcinnes terapénticas deseadas 1o rnal se  Infgra  mediante

Ja validacién .

En nuestrn pais existe un flevadn indice de infercinnaes
trarto urinarias, de origen bhacterjiano, Jo nue explica el qran
consimn Ae medicamentns  hartericidas  espernificas de amplin
espectro. De estos medicamentos 1no de  los mas  importantes es
21 4rcidn nalidivicn debido a que as precursnr de aotrns f3rmacns 48
similares caracterjsticas, patd  inclitide dentro de) cuadrn
basicn de medicamentons v es  ampliamente  asadn rontra ias

jnfercimnes hacterianas del! tracto nrimario.'®

El propnsita rdel presente trabain es desarrnllar y validar
un método analitico por polarografia diferencial de pulsoas para
1a ruantificanion de 3cidn nalidivicn en materia prima v pradocto
terminado, debhido a Que alqunos de Jos métodos de andliwvis para
rusntificar Acidn nalidivicn san poecn exartns y reproducibles vy
precisns v/o requieren de cierto tiempo de analisis para poder dar
1n resnltadn final. Ila pmlarngrafia  diferenrial de polsns
ademids de ser mAs evacta , precisa v reproducible que estos
métndns p 2e tamhién versatil debidn a3 12 rapidez de analisis vy
al emplen de reactivos comings de lahoratorio para

realitarlos,



FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA Y OBJETIVCS.

La industria farmacéntica nacional depende de la
impartacian de materias primas vy fernolania pars st desarrnlin
econamico, ante ello, la prioridadg funtdamental es oqarientar la
investigaridn 3] desarrnlln de ternnlnnia propia vy adernarla a sus

necesidades, a fin de procurar su jndependenci & del exterior .

Nentra e 1as hiwenas prarticas de manutartirs de la
industria farmacéntica, sl aspecto mas impartante ss el control
Ae rcalidad de las materias primas v prardurtn terminadn para &l
cual generalmente se requiere de métodos analiticos con
caracteristicas de exactitud, precisidén Yy repraoducibilidad
aceptables para que permitan la adecuada cwantificacison dal
principio activo de una forma farmaceutica, de ahij la necesidad
ne desarrollar y optimizar metodos analiticos eficientes v

confiables que satisfagan éstas cualidades .

tina buens oprisan son 1ns métordns polarograficns, y  a&n
particular 1a polarngrafia di ferencial de pulsos debhido a la
exactitnd, precisisin vy reprodacibilidad aque presenta en al

ardlisis cuantitativo de una especie electroactiva: por otro

ladn sa puede trahaijar con cantidades minimas de miestra vy
disn)lvente, pudiéndose efectuar ademas andlisis rapidos v
confiahlas de 1a rantidad de principia activa presente an uns

forma farmacdutica .

Debidn 3 1a nreresidad de un contral de medicamentns mis

riguroso en nuestro pais , la validaciidn es  ahara n requisito
sanitarin ¢ Diario Nficial de la Federacian 18~-enern—196838 ) cuya
finalidad es tener wun medicamenta seguro en todo aquello
rque pueda afectarln en st fabricacisn ardemds de ser eficaz

: «2)
en cuanto a su sccian terapéntica 2



Asi 1a ralidard de 1ns medicamentos +ahricados sers 1a
adecnada porque a partir de siis propl edades fisjicas , Animicas v
binlngiras se astahleren sus eRsperificacinnes vy  tnlerancia para
asegurar de que e producto final estd de acuerda al  disero

establecidn .

l.a ruantificarian de Acidn nalidivicn piede realizarse
conforme a)l métado de FEarmacopea (780-81,1338-1139) directamente
por valarariasn con metaxidn de 1itin 6 por espectrofatametria IV 4

par otros ensavos tales como colorimetria, cromatografia  de

liguidos de alta resntucisn, rromatoarafia e gases,
etc!® Tamhian en Farmacapea S8 encoentra  sn determinacian en
en tabletas v suspension oral Lo

Actialmente Bn 10s laharatnorins fabricantes, para la
cuantificacidn de Acido nalidiwico, como anadlisis de rutina, se
enplean Tns métodns espectrofaotometricos 20 IV v 1a valnraciaAn con
metdvido de Titio: el primer métado requiere de previa euwtraccién
clorofdrmica del principin artive, 1o cnal disminoye si eficisncia
y ronfiabilidad; para e] segunda método @1 prohlema es e] empleo
de raartivns tales romo 2l metdvido de Yitin, dimetilfnrmamida,
ete, que a parte del riesga que representa su maneijo, son costosos
v reqidieran de rciertas precanciones  tales como proteger  las
mestras de ahsorcién de didvido de carbong de la atmosferas
por otro lado en una titulacidn generalmente hay menor exactitud,
precisioen Yy confiabilidad que en un andlisis
instrumental. De 1o anterior se desprende que el prablema
propuesto es establecer un mé¢todo analitico alternativo rapido,
eficiente y confiable que cumpla con los parametros de
validacioén : linealidad, exactitud, precision, especificidad vy
sensibilidad. El métordo apalitico alternativo propuesto es
l1a polarografia diferencial de pulsos por sus caracteristicas

electrnanaliticas.



resoluci én

Se sugiers la sinuiente hipotesis de  ftrabain para la

del problema establecido 3

81 se desarrnlla vy valida e} mAatndn  par pnlaronqrafia
di ferencial de pulsos para la cuantjficacion de Aacido
nalidixicn |, se establecsra an método anslitinn
practico, efiriente v confiable, &1 cual sera lineal,
eractrn, precisn, sensibhle vy espacifico para el
cantrol analitico de acido nalidivico en materia prima

v momn prodoactn terminado V.

Con base & la hipatesis anterior se pretenden alcanzar

1ns siaiantres nhijstivas @

— Desarrnllar un métndn araliticn por polareqrafia
di ferencial de pulsos para la cuantificarcién de
Acido nalidivico en materia prima v praductn
terminado.

= Realizar a1 estudin de validaciaén del matodo

polarografico propuesto.



GENERALIDADES.

El Acidn nalidixinn es el primer compuestn de na serie
de antihidticos nue se ha desarrollado en los ultimos 20 aRas, nue
s# han denominadn fninninonas. Eiemplas tipinns e estns
antibhi6ticos, ademads del Acido nalidivico son e] acido oxoljinico,
la rinnxacina v de 1ns mas recientes 12 norflovacinag v
ciproflovacina. Esta famjlia de compuestos bha sido ampliamente
usada en el tratamientn de infercinnes del tractn wrinarin
cansados poar microorganismos Gram neqaﬂvnsf‘” E]l &cido nalidiwxico
s un bartericida de amplia  espectro, oy otilizade paras el
tratamiento de infecciones del tracto urinario, estd incluido

dentrn del rnadra hasicn de madicamentns,

El Acido nalidixico o8 Acido J-etil-1,4-dihidro-7—
metil~84-oun—1,A-naftiridina~3-carhoxilicn 6 J=rarbori-t-etil-=-7-

meti) —1 ,B-naftiridina—4—-nona~-3-acido carbax{] !ro.‘m

Sit formila es =

0 ‘l’”
o
i I
cHy” e
Acldo Nalldixico

Farmula Molecutlar @ C2HizN20g
Nombres Comerciales @

Amsalidiving Elpring Hilbadiwg Nalidexs Naliding Nelidivicn
Rritter; Naliw; Seltomylony Wintogers Wintomylong Wi ntogery

Dalic: Azo-Wintomylon; Anadix; Acinal; Lirlixg Novaldrind®



Propi edades Fisicas . %

- £l Arida nalidixica es un pnlva aristaling hlancn n
ligeramente amarillo e inadora.

1.m.a.

- Pesp Mnlerular @ PRT.24

- Contiene no menos del 8.0 % v no mAs de) 102.0 % de
Ca2H12N208 c3)culadn snbre base seca,

- Fs estable al ajre.

- Pérdida al secado a 105 °¢ par rdns hnras es @ NN mig
de 0.5 % de aun pesn.

= Residun de ignicisn ¢ no mas del 0.2 %2 .

- Metales Pesados @ no mas de 20 ppm.

Punto de Fusian @ 225°- 231°

— F) espectro de absorcian en }la reqgsién wltravialeta de

tina musstra en snluacisn 0.01 N de  hidréaxidno de aendin
evhibe maxima v minima a Jas mjsmas Jongi tuides de onda
Aaue nna  salucidn similar de aestindar de Acida
nalidixico concomitantemente medidas v las
absartividades resperntivas raleiladas en 1a snstancia
spca a Ja Janpgitud de onda maxima ahsorbancia de 258 nm

aprox imadamente, nn difieren en mas de 30 par cientn.

Es Fotodegradahle.
Solubilidand
l.os valnres de 1a snlubilidard del 4cido nalidivicn  en

varios disnlventes a 23° £ son jistadens cnmn sigue =

Disalvente Snlubhijlidad (mgsml) « M

Cloroformn I5.0 1.50 x 10™*
Alcadlis . RE.0 1.50 x 107*
Talueno J.6  &.89 x 1077
Metann) 1.X  H5.60 x 1077
Etanal 0.9 .87 x 107"
Eti] Acetatn 0.8 X.44 x 107°
Isapropanol 0.4 1.72 x 107
Agua destilada L] 4.3 x 107®
Etér Etilico e 4.3 % 1077




Propi edades Quiimi casi™®

- Anslisig ElmAmantal

La Farmula Molecnlar es CizHizN20a.

Elemento Tearico Evperimental Estandar
(o4 LHDOT% &2.11 As1.98
H 5.21% .21 5.20
N 12.07% 1?2.00 12.32

- E) 4cido nalidivico es un 3cido monopratico con valares
i pKa publicados que oscilan entre 5.9 yv 6.2 . E1 PpKa
de la protonacion del nitrégeno en posicion ocho ha
sido reportado como 6.02 y el pKa para el anion
carborilato en 1la Fformula ha sido reportado como
- 0.94.

~ Esrz = - 1.68 voltios (disolucién de hidroxido de sodio

con | % de DMF a pH = 13.50 ).

INDICACIONES ¥ CONTRAINDICACIONES.™

El acido nalidixico es un compuesto antibacterial
sintético de amplio espectro que es usado en el tratamiento de
infecriones del tracto wurinario. Es un quimioterdpeutico de
accion bacteriostatica, contra a) organismos patoegenos, Gram
negativos y algunns Gram positivns, b) en infecciones t racto
urinarias agudas y cronicas, tales como cistitis, pielonefritis,

prostatitis, uretritis, wretriqinitis, ) infeccinnes causadas

por cateterismo, como son : uwretratrigopitis v cirugia wroldgica,
d)} ee efectivo ademsds en algunas infecciones gastrointestinales @
diarrea y disenteria, producidas por Aerphacter , E, €oli ,
Klebsimlla pneumoniae , Proteus , Saimonella y Shigella .

No se recomienda su administracion en nifos menores de
un mas, en prematurng, ni dnrants el primer trimestre del

embarazo.



MECANISMO DE acclon, %7

Se ha demnstradn que el 4rida nalidixicn arctva por
inhibician selectiva de Ja replica de) DNA  bacterisann, y se
han propuesto dos posibles mecanismos de accion a nivel
moleculsr @A) por Ja inhibician de Ja DNA-girasa sy la cual
25 N3 topoisomerasa del DNA , v b) por l1a interacrion directa del
farmaco con ] DNA , proponiéndose que para aque se lleve a
mahn 13 interarciasn ss reaquiere de N acarreador, g1 sl se ha
supupsto sea un compleio de hierra o cobre. En trabaijos previos
se ha demostrado que el 4cido nalidivicn se une a innes i (IT)
de dos posibhles farmas, dependiendn del ambiente nauimico nue

roder 2] cantro metilicn.

ACCTON FARMACOCINETICAS

Después de la administracisn oral el 3cido nalidivian
(213 absorhido rapidamente por el tracto gastrointestinal,
uniagndass en gran parts a3 1as proteinas plismaticas, se metzhaliza
parcialmente en e! higado v se excreta pasandoe primero a través
fde 1mas trnhulns renales , Tuegm Al rifsdn , an 21 Al &S eliminado
répidamente en ]la arina. Parte del Acido nalidivxico aparece sin
alterarinn an 13 nrina juntn can el 4cidn hidrovinatidixvicn, aqoe
®8 su metabolito activo, con poder antibacterjiana similar. Entre
ntras metabnlitns aparecen 1ns eonijugadns glhcarasnidns 4cidns  de
los Acidos nalidivwico o hidroxinalidivice v el derjvado del acido
dicarborilicn. |3 foncentracisn que se aleanza an sangre es haija
v por 1o tanto o5 poco efectiva en Jas infecciones parennqitimatosas
el rifaAn.

El Aridn nalirdi{vico saln fs +hnicn 2n
concentraciones altas v en tratamientos prolongados. Los efectos
sacndarins son RRC3ISNS,  pere Ina mas rcomines sneten ser
nduseas, vémitos, irritaciadn, uwrticarjia, alteracion de la

percepcién visual, fotosensibilidad cuatinea,



ELECTROQUIMICA ANALITICA E INTRODAKICION A LAS CURVAS IZE.

lLa electronquimica analitica estudia Jlos fenamenos de
transfrRrencia de elaentrones entre 1na superficie conductara v 1tna
fase jidnica conductora neneralmente liquida. Esta transferencia de
partirnla sa lleva a rabn rfuandn 1a energia Aque se  impnne a3
tal electrodo externamente &5 Ia atecuada para que L1

lirve 3 rabn 1a tranaferancia de elactrones. Si Ta esgpacie Aue

entra en contacto con el electrodo acepta un electrén,
met A sp raduce vy 13 suprrfiria  dal rRlartraodn arctus ~omn
cadtodn, -3} ocurre 1o contrario el slectrodo [T comporta

comn Anndn. Estas reaccinnre electroquimiras ocnreen de manera
esponténea o ndé dependiendo de Jas caracteristicas de Jas

interfases electrodo-disaluciant®®

En rondicinnes apropiadas, Ins electrones puerden  ser
cedidos por in condictor sumerpido en la disolucian de  un
nxidante , n tomadns de 1a disnlucisn de un  redactor. )l aos
slectrones son intercamhiados entre in plectrodo v las sustancias
an disnlurisn., Este fensmenn RS N3 reaccisn elaectrogqoimica,
1a cual se lleva a cabo en Ja interfase disolucian-electrodo y por
consiquiante @5 utns resccisan de  intercamhin  de elantrones

aridaci an o reduccién en un el ectrodol 140

Ia reacridan electroquimica s en si 1na  reaceiédn de
oxidacidn o de reduccién efectuada por medio de un  conductor

alérctricn Tlamadn electrodn.



El pasn de nna corriente directa ronstante entre an
conductor metdlico v una disoluci6n electrdalitica, se registra
mediante 2] interramhin fde elantranes. Para loqgrar n rircnitn
electrico completo a través de una disolucion se  requieren dos
conductares n elertrndns para que los elactronas se refnsn en NN
v sean liherados en 8! otro. Este arreglo recibe el nombre de
celda gdlvanica, si las reacciones son  espontaneas o celda de

electrslists si se indicen externamente!®

I3 Rlertralisis puerde definirse coma 1a  prodiceisn de
una ra2accidn quimica en electrodos, mediante una dj ferencia de
potencial aplicada (Fel vs Feq). i.ns diversns pasns det

proceso pueden jdentificarse como @

1) 1a transferancias de 1a masa a2 la asuperficie del
electrodn, haio uno o mas de Jos diversns gradientes (potencial,
cancentracidn, temperatura y densidad) que puedan existir en la
superficie,

2) la transferencia de uno o mas electrones a las
especies activas y

3) la liberacion de producto del electrodao.

Para producir una electrélisis se necesita un mohtalje

con los siguientes elementos :

a) La celda de electrelisis con la disolucién a
electrolizar.,

b) Los electrodos . 108 conductores v eventualmente
diferentes aparatos de medicion @ voltimetros,

amperimetros, etc.

c) Un generador eléctrico., que constituye la fuente de
intensidad o de tension necesaria para Ia

realizacisén de la electreolisis.



Cerrando el circuito (fia. 1 ). circula una corriente
de intensidad { en todo pinto del! mismo. Llamando V a la tension
impuesta por el generador . AE a la diferencia de potencial entre
los dos electrodns, © a la intenaidad de corriente 20 n momento

dadno v R 13 resistencia de la relda ; debe cumplirse 13 refacisdn

V = A + Rt,

es decir, que la tensian impuesta V¥V debe ser superior a ia
di ferencia de potencial existente entre los electrodos siempre que
la celda posea una cierta resistencia R, representando el

productn R 13 caida Adbmira rn 13 misma.

Generador

Fimira 1. Circoitn de electratisis.



Fn =1 generador, conductorss v electradns, 1a nmorriente
electrica ps debida realmente al paso de electrones, anngue por
convenencia, el sentidn rde 1a corriente viene daterminadn pnar el
sentido de circulacién de las rargas eléctricas poRritivas N
contrarin, pnés, al sentidn de circolacion de las  electrones.  FEn
la disolucien no existen electrones libres, siendo por
consiguients I1ns iones 1ns  encargarns de  asegurar 21 pasn  fde
corriente eléctrica gracias al transporte eléctrico par migraci on,
prodiucidn por 1a influenrnis del rcampn eléctrirn estahlercidn entre
los elerctradns, haciendo gne, en principioa, los jones negati vos se
diriian harias el electrarda pnsitive, vy 1ns pasitivos , al

negativo. -

Ims elertrodns  de un sistema elentrnliticn rstan
caracterizados por ser Ja sede de reacciones electromquimicas de
efectns rontrarineg; el que actna moamn catodn t1eva a3 cabn 1a
rediiccl 6n, circul ando Jos electrones en el sent i do
electraodn-disnlurism v 21 e 3ctis comp 3nodn, lleva a3 cabm 13
oxidacion, circulando los electrones en el sentido

disnluinidn-elactrndn.

In anterinr se efertis en hase 3 In
siguiente :

1) tns elemtrodns al estar an contactno aenn Ja
disaluci éan electrolitica, tienden a adguirir el patenci al de
dicha disnlucisn, nue pueds sear 2] potencial Ae  enuilibrio
(Eeq) 3

ii) al imponer un potencial eléctrico (Fel) diferante
de Eeq, Se produce un desequilibrio entre 1la disolucien v
los electrndns, llegandn nuevamente al enuilibrin gracias a
las reacciones electroquimjcas producidas en Ja superficie del

elertrndn, las cuales mndifican 158 rompnsicinn de 1a disalucian.



Si el potencial impuesto al electrodo Eel ¢ Eeq , sate

debe disminuir de valor, v como , segin la ecuaci én de Nerst, es @

Eeq = E3 + Q.04 109 foxls
2} TRarls
la relacion [Ovls/IRedls debera disminpnir, poesto que £2 ex

constante. En este cason, Ja relacien electroquimica prociici da serd
tna reducci ény siendo o] casa contrario, cuando Fet >  Fagq, ting

oxddaci 6n. W37

Se fArhe ransiderasr que cusnto mavor sea la diferencia
de potencial entre la disolucién v 2] electrodo, mas elevada serd
la corriente qua rircude por é1. Por elln |, 1as reaaccinnas
electroguimicas se caracterizan por  una relacion entre la
intensidad de corriente eldntrica n 15 densidad de corriente, s1i
se considera el 4rea del electrodn, y el patencial del mi smn
sobre el a3l se A3 la reancisn RiectroQquimica, Esta relacion se
traduce graficamente en una curva 11 amada curva
intensidad-potencial , representando en un sistema de eies (=&, en
la parts positive de {; las «orrientes de noxidanisan, vy la

5 4
negativa, las de v‘aducr!ﬁn.(o'u’

fa reacrinn 2lactraquiimica entre a8l elerntrodn v 13
disolucidn electrolitica por 1a imposicidn de un  potencial sobre
21 primern, depende de cuatro variables rasponsables de  dichn
fendmeno electrognimicn, eéstas son : el potencial, la intensidad
de  rcorrviente eléctrira, Ta rconcentraci an e la especis
electroactiva v el tiempony dichas varjables estan relacionadas

entre 2i, eArpraesindose cnmn

FOLLE,ChtY = 0O

13



Si 1ms fendmenns elactronnimicos tienen lugar de forma
independiente del tiempo v =i la concentracién de Jla especie
riectrnartiva nn rambia sensihlamente a 1n largn de 1a
electrdlisis, la ecuacion anterior se convierte e&n una relacion
entre dns variables: 1a intensidad rde corriente eldactrica que

circnla por el electrodea v el potencial aplicado a) mj smo, Bs

derir
fULL,E)Y = © o t = fUEY
A Jas sustancias que son capaces de oxidarse o
reduriree en 1a siparfirie del electrndo, & dennminan  especies

electroactivas, estas son electrolitos asj camo cualui er
ovidante o reductor presente en al mtectrodn que  intercamhis

electrones con el , dentro de Jla zona de electroactividad.

Varins grispns f1ncinnales son electrnantivos
tales como : Jos grupos carbonilicos en  aldehidos, cetonas v
quinnnass el gropo Aride carbovilata cnandn se wconings can o0
grupo cetona, &ldehido o otro carboxatoy la mavoria de Jos
peréxidos v epésirdnsy los grupas nitro, nitrosn, Axidm aminircn, Yy
aroy la mavoria de los Qrupos halagenns organicosi dobles en)laces
zarbonn~carbonm, siempre aqoe  estén  caningadns con otro gropn
insaturadn, incluvendo anillmns aromadticos; hidrogninonas y gropos

HO-16)
mercaptano que producen ondas anddicas.

Cnandn el potencial que se aplica a3 1in electrado
alcanza un valar suficientemente eplevado (positive o negativo)
para que se produzca una reaccién electrogquimica. dicha
reaccion electrogquimica que consume la sustancia electroactiva
préxima al elertrordo, sique su curso gracias 3 ta intervencison de
los mecanjismos de transporte, encargedos de reponer Ja materia

electroactiva 2N la shperfinia del electrado.



‘tns mecanismns de’ transports . de. materis’ ‘son de tres

tipos t a) migracian, b)) conveccian vy -d) difusién.

a) El mecanismo de trasporte de materia por migracisn
se produce siempre que una especie jonizada se encnentra en  un
campo eleéctricrn formadn por dos electrodos (3nndn v catodn), por
1o que eate moado de transporte debe l1lamarse en
raalidad aelectromigrarcisn, afmartandn nnicamenta a las
sustancias i : 1) é&atas sustancias estan en forma de Jjones

en la disalucisng 2) sn nimern de transporte no 25 paguesn.

by El1 fenameno de transporte de materia por conveccion
consiste en N3 homngenizarién Hde 13 concentracisn de ia
disnlucién. Esta hompgenjzacian =e lleva a caho térmicamente o
mecdnicamente, agitandn 15 disalucisn 0 de ntra forma que provogne
mavimientos de materia dentro de Ja misma bhasta Jpngrar una
homngenizacinn  adecnada. la sgitacinn de 1la disnlucisn 1a

hompgenira en 1o que respecta a st concentracien hasta Jas

proximidardes del electrodn, ewcepto en una capa que 1o rodes Qe

recihe ] nomhre de capa de difusian.

=) Por Nltimn se considera el fensmeno por
di fusion, mediante el cnal el soluto, v especialmente la sustancia
electroactiva consumids o producida en el electrodo, difunde desde
zonas de mas alta concentracien a las de menor concentracioén,
Es un fendmeno natural gque se presenta en todo proceso
electroquimico, incluso &n los casos en que no existe
transporte de materia por conveccién, por ejemplo en los casos en

que las disolucinnes permanezcan rigurosamente inmaviyes, 42



En wna ralda elertrogquimica compieta en 1a w3l

exista una corriente despreciable, la f.e.m. esta dada por :
Ecolda = Eind + Erof + E‘..

donde Eind, Eret v £t son los potenciales del electrodo indirmador,
del electrodn de referencia v 1a uninn liquida, respectivamenta.
El plectroda indicador es ] electrodo sensor, el
elaectrodn de referenrcia #s independiente de 13 composicion de 13
disolucién problema, v Ja unidn ligquida es una interfase entre
saluci ones diferentes. En un sistema de disedo apropiado , Eret es
una ronstante v Et es constante o bien despraciasble. Cuandn se
logran estas rcondiciones el electrodn indicador puede snministrar

informacién relativa a las actividades $6nicas.*9*®

INSTRUMENTACION.

i.a celda rlectralitica consta basicamente de  1ns
electrodos, una fuente de corriente directa, umna resistencia
ajustable, y nmna celda de electrdlisis. Para poder medir 1a
carriente v el voltade aplicadn, se utilize un amperfmetra y un

wvnltimetro apropiados.

l.a srlda electrnlitica es aqueitla en la  nndl s  hace
flnir la corriente eléctrica a través de 1a migma desde una fuente
rxtarna. En las interfases electrodno disnlucisén sk producen
cambhins electroquimicos v en Ja totaljidad de) sistemd se verifican
ramhins de concentracian. En realidad, 1na2 celda qalvanics esta
constituida por los productos de la celda electralitica, nque se
acumulan 2n 1ne elertradns. Si @) circnito externn se  interrompe,
jos proadiuctos tienden a producir una corriente en direccien
opuesta.

En e! punto exacto en el que la f.e.m. Qalvanica se
opone a una f.e.m. aplicada de igual magnitud, no fluye corriente

por 1la celda en ninquna direccién.

16



En esta condicién de balance a cero, el potencial
gener ado en la interfase de un electrodo indicador
reflejarad la composicion de la fase en disclucion. siempre v
cuando dicho electrodo se seleccione de tal forma que su
potencial sea sensible al componente de la disolucion deseado.
Fara poder medir e potencial de un s4lo elepctrodo, es
necesarin medirlio ron raspecto a ntro (electrodn de

; < ,20,2%5,280
referencia),oin20.252

ELECTRODAS, P1247-20

Eviaten elerctrndns atacables, e snn aquellns Aque
sufren una transformacian quimica durante el intercamhio de
elactrones (metales oxidables, Hyidns, sales conductnras) ,
v electrodos inatacables o inertes que s6la son  soporte  de

elertrones € cartion grafitn, o un metal noble ),

{os electrodos son de tres tipos @ AY electrodo de
trahaio n indicador: B) electrordn de referenciag v Y alectrodn

anuiliar.
AY ElL ECTRNONNS DE TRABAIN N INDICADORES.

En ectos electrodos se registra la transferencia de los
elaectrnones de interés; 1as caracteristicas de un elactrodn de 4sta
tipo determinan las clases de electrélisis para Jlas que son
apropiadns. Comn propiedades especificas de 1ns electrodns

indicadores se tienen @ e)] grado de inercia, el area v la forma.

| n& materijales mas emptesados para electrodos
indicadores son el mercuric v el platino, el primero es efjiciente
especialmente como catndn v el aegundn indistintamente como cétndn

v como adnodo.



ELECTRODO DE GOTEOD DE MERCURIO (EGM).

E) elentrndn de qgoten de mercarin (EGMY consiste A0 un
tubo capilar de 5 a 10 cm de Jongitud que tiene un  djametro
internn da 0.04 3 0.08 mm. {3 rombinacisan de 1a Inongitnd del
capilar v 1a& presidén del mercurio estad aijustada de ta) forma  qQue
las penefas gntas re merorin salgan a intervalas de 2 a2 &
segundas. Al desprenderse una gota, Ja intensidad de corriente
disminiyve hasta rern, Jnegn se incrementa rapidamente al anmentar
el area de) electrodo, debidn a Ja gran superficie en la que puede

produciras 15 difasian,

fa rorriente media 2% 12 caorriente ranstante
hipoteética, que en el tiempo de gotea t, produciria el mi smo
nimeros de culombios que la corriente fluctuante en el mismo
periodo de tiempo. Para poder determinar la corriente media, se
deben reducir las fluctaciones de corriente; lo cual se obtiene

mediante la amortiguacian con un filtro electrénico.

€1 electrndn de notas de mercurin (EGM) posee varias
ventaias sobre los microelectrodos sélidas como el de platino. La
prinripal de ellas, es el elevado sobrevoltaie para la <farmacisn
de hidragenn, lo que permite 1a reduccion de muchas especies en
madin dnidn sin interferencia. De  ignal manera, rs  que el
comportamiento de electrodo de gotas de mercurino (EGM) no  depende
de su nsa anterinr , va que continnamente se estd generandn ana
nueva especie metdlica . En consecuencia se obtienen curvas
reproducibles de intensidad-potencial, sin impartar cémn sa& ha
utilizado el electrodo previamente. £l £G6M ademés desarrnlla
intensidares dAe corriente reproduciblies practicamente

instantdneas.



Otras ven tajas rdel ERM son : el aercnrio es  an

buen conductor de la electricidad, es facil de Jimpiar 3
duurante 1a elactralisis an el rlectrodn s4lo s
descompone una cantidad despreciable de la sustancia

electroactiva, por lo que se reduce en forma insignificante
la concentracién del despol arizador, pudiéndose repetir los
anatlisis ron resultadas idénticns N in capilar oy Finn

se puede trabaijar en microandlisis, etc.

I a princial desventaijs del elerctrndn de mercurio =25 1a
facilidad con que el mercurio se oxida , Jo gque limita o] uso de

mércurin comn Anodn.

B} ELECTRODDS DE REFERENCIA.

€1 electrodo de referencia ideal tendrs un  potencia
conocido, constante v completamente insensible a 1a composician de
Ta solicisn del analitn. Ademds un elentrndn e referencia  debe
ser resistente, facil de acoplar v mantener un potencial constante
ann despuss del paso de pequefas cantidades de cnrriente a través
de la pila.

En 1a artualidad sa empiea el elactrodo de
plata/cloruro de plata (Ag/AgCl /KC1) debido a sn baia sensibilidad
a carqas re corriente, su  potencial es de + 0.199 voltios »
25°%C i ntra electrodo de referencia (1 3] de ralomel

saturado (HQ/HQaC12/KC1Y ane tieps2 nn potencial de + 0.244 vnltias
a ?SOE; ambns con respectn a el electrodo normal de  bhidragenn  en
agua .



€)Y ELECTRODDS AUXTLIARES. .

In elactrodn inatarahle o anxiliar, fs aquely nur nn
participa en ninguna reaccion - quimica o electroquimica en las

condicinnes de medida.

Su prinripal funcién es reder o al:l?pf'ar alectrones,

tenienda en cuenta gque son huenos conductores de corriente
Rlactrica. Para ne se lleve 3 rabn N3 electrdlisis a8  impone
una diferencia de patencial, entre vl electrado de trabaio vy o)
de referenria; en el aelertroda  auviliar oOnicamente circnla la
corriente eléctrica que suministra la fuente del potenciostato vy
el térmnn RL (raida abmica), para =21 circuitn constitnido entre e}
alectradn de trahaio vy et elertrodo de referencia, 13
despreciables por lo tanto, se puede decir aque Jla tensisn
aplicada entre ellos es igtal a sn diferencia de pntencial, razon
por la cudl es posible conocer &) potencial del electrodo de
trahaio en faorma independiente del v3lor de l1a rcorriente de

electralisis.

Comno electrodn auxiliar poede emplearss un rlectrodo de
metal noble o de rcarhon grafito N si ocurrigran reacciones
perturbadoras en el electrndn, entoncrs deber ser colnradn  dentro

de un recipiente poroso.



SISTEMA DE ELECTROL ISIS, P3%1740.20-20

El sistems pnlarngraficn sst3  caonstituido  b3sicamante
por la celda polaragrafica de potencial controlado que es donde se
realiza el analisis; tres electrodos : electrodeo de trabajo que
es el electrodoc de goteo de mercurio, un electrodo de
referencia con un sistema AQ/ARQCl/KC1 y un electrodo auxiliar

de carbnno  grafitos la fuepnte de potencial eléctrico v el

panel elertranicn nue  rontrnla las wvariahles de nperacisan v
registra Ja seRal (fig. 2. Teniendo Juagar el proceso de
2lectralisis entra »] electrodn de  trabhsain v 2] alectrodn
auxilijar v la corriente Rue circola entre ambos

constituye 1o corrienta de electralisis.

Il.La celda polarngréafica estd constituida de dos partes,
1a mitad superior es fiijs, y 2] recipiente de vidrio inferinr esti
inido a @lla por medin de un anillo de ajuste. La psrte fiija tiene
dispuestos el capilar, los elertrardne e referenrcia v anwiliar, al

tubhn para el gas v una entrada para Jla introduccion de 1a muestra.
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Fioura 2 . Sistema polarocgrafico.
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ELECTROH. TTO SOPORTE! 27782820

Fl proceso de electrélisis requiere de la conductividad
de la disnlucian en Ja celds polarogréfica . El principal obietivo
del electrdlitn snporte rconsiste @n  soportar la eorriente de
migracidn idénice por el efecto del campo eléctrica entre los
elertrados, permitiendn asi que 105 iones difundan del senn de 1a
disoluci én a) electroda: movidas onicamente por la difusidan sin
intervencisan de la migracisn =2léctrica. | 2 concentracion de aste
electrdlito dehe ser de por To menos S0 veces mavor que Ja de Jos

innes a elertralizar,

l.a eondurctividad de la diselucisn esta ligada al poder
ionizante dr]l disalvente, es decir , a su constante dieléctrica

a sy pnlaridad,

{ as propiedades que debe rennir  tn elacteslitn
soporte smn @ a) no deben producir una onda polarografica  debida
a la ovidacieén o reduccisn de  shs  propins  iones del intervaln
de potenciales de interés: b)) debe permitir 1Ia exi g tencia en
disnluci on de las especies electroactivas en estndio, va sea en
forma smlvatada o en iones rompleinsy 2) su  naturalezas puede
ser acida, bhésica, neutra o formadora de compleios; d) debe ser
suficientemente puro para noa causar interferancias en 1a

determinaci an; etc.

Ejempl ns de ealactrolitns soporte snn ]
Los percloratos, nitratas y cloruros alcalinos son poco
més snlubles 2n mezclas de agua-disalvente organica, debhido a2 la
presencia de componente 3gua en la mezcla. Entre Jos disolventes
orgAnicns , 1a8s sales de 1itin v sales da tetraalquilamonin estan

entre las sales mas solubles v mds jonizables.

{ ns hidrorns, barhidruros v compuastns  nrganametalicos
de aluminin, circonio Yy titanio son utilizados parae hacer

condiictaras las disnluciones de los  éteres.

~
w



Por ntra parte ) algunas sales funriidas tales

comn los cloruros v aitratos alcalinos N tienen la
caracteristica e monsarvar 2n el rastadn liguidn nna
disociacion iénica propia muy notable, de modo que
dichn medin es  va eondinctor v no hay necesidad de  intendosirc  an

electrélito soporte o indiferente.

tas técnicas de evaluarisn en polarografia son 3

Comparacidn con Estandar se basa en el registro de

murvas rcarriente-voltaie de ona disolncisn patran v nna disnlucian

problema de Jla misma especie electroactiva, baio iguales
condicinnes, Fapleandn 1a ernarcisen de Tikowvic e2n s forma
simplificada ( (d = Ic ), g ralenla e corcisnte de la corriente
de difusian, (d/c. {as medicinnes relativas de rste tipn

no exigen an  conncimientn de  1as rcaracteristicas evactas rdel
capilar, sd4lo que estas permanezcan constantes durante la

“z2-14)
comparaci én.

Adirién Estandar en este método se registra el
palarograma de la disclucioen problema, luego s agrega un  volumen
conocido de una disolucién patrén de la especie electroactiva
analizada y se repite el polarograma. A partir del aumento de la
corriente de difusién puede calcularse la concentracidén oriqinal
por interpolacidan . Para una precision maxima v la cantidad
agregada de solucién patroén debe ser suficiente para casi duplicar

1a altura de la onda priginal.**®



ELECTROLISIS ¥ METODOS ELECTROANAL JTICOG, 407402028

la electralisis es 1a base de varins matadns
instrumentales que generalmente se clasifican bajo Ja designacién
de vnltamperametria; estns métodns se caracterizan por requerir de
una corriente finita vy en algunos casoas apreciable . La
potenciometris =5 esenrialmentae, 1ls vnltamperametria 1levada al
limite en que se mantiene un equilibria evacto entre Ja f.e.m.
eplicada v la f.e.m. de la rcelda, de tal manera Aque nn existe
corriente alguna. tLas técnicas voltamperomeétricas en general
rstin basardas en o1 nsn  da carriente directa, aunque existen

tambi®én técnicas con procedimientos de corriente alterna.

I a Unltampernmetria se rafiere al coniuntn de métndns
electroanaliticos en Jos cuales Ja informacion analitica se
nbtiene de medidas de intensidad de corriente en funcian de  an
potencial apliradn, en condiciones que favorezcan la polarizacion
del elertradn indirador o electrodn de trabain. Generalmente, an
voltamperometria, e) area de la superficie de los electrodos
indiradnres (microelentrodos) es pequefia con el fin de <favorecer

la polarizacion .,

En 1a vnitamperometria existen dos ti pos de
electralisis 3 a) electrolisis completa de una especie ( como  en
1a culambimetria v electrogravimetria ) y b)) electrslisis de na
fraccidon pequefa de una displucién &n un microelectrodo ¢ como  en

1a polarografia v 1a amperometria ).

Alninns de estas métndas electroanaliticos  son )
amperometria, culomhimetria, polarngrafia, cronopotenciometria,

algunas variantes de estas mismas, atc.



l.as difersntes técnicas compiten entre si  en cisrtos
campns, pern son  diferentes en sensihjJidad, varjedad de
shstancias nue pneden examinar, aplicacinones, seguridan v
facilidad de manein. La polarngrafia vy la cuilombimetria de
corriente constante, sSon sensibles hasta I1ns niveles e travas
0"% v menos ) 3 siendo 15 polarografia mas selertiva v
generalmente mds uti] para analizar mezcles que como lo es  la

cnulombimetria de carriente constante.

De las técnicas mencicnadas, Jla polarngrafia s upa
Mde 1as mds versatiles para andlisis cuantitativns v famhién
tiene gran utilidad como método cualitativo, por las

raracteristinas de snus registrns polarngraficns,

POLAROGRAFIA DE CORRIENTE DIRECTA C(PDC), ‘“50745.20-28

El método polarografico fué  desarrollado pow el
prnofesaor Jarnslav Heyvrovsky (1920-1930) quién midid la corriente

eléctrica que circulaba a través de la interfase en funcion del

potencial aplicade ohteniendn wna qrafica en forms de S,
denominada onda polarngrafica . La corrjente caracteristica de la
meseta resnlto ser directamente proporoinnal a la
concentraci éan del catidn electrodepositado. g, Heyrovsky fue
qnién  din el nombre de "Polarngrafia" a asta térnirca v
innto con Shikata construyvé (3] primer pol arngrafo en
1975, 4748



la polaroarafia es un método rlactroanalitirn
gue se basae en Ja medids del fluijo de corriente gue se produce
por la elactrealisis de nna esperie elactrognimicas en  disolucisn
sobre 1in microrlectrodo  altamente polarirzabhle en  funcion  de)
voltaie aplicado (voltamperometrial. EI reqgistro I = FE
obhtenido, conocide como polarngrama, proporciona informacian
rualitativa v cnantitativa de enstancias electro-reducibles vy

electro-onidabl es . ‘%

gl matnrio  polarografico se distingue especialmente
por su sensibilidad, exactitud, precisidon y reproducibilidad.
Con la implementacion de nueva tecnologia automatizada, se han
disefado equipos que analizan muestras con una exactitud
de + 0.5 % en el intervalo de 1072 5 107 M, en condiciones
constantes . Algunas de sus ventajas son @ &) 1 puede
repetir verias veres 1a determinaci on sobre nuna misma
muestra, ya que &sta no se consume practicamentes by sp
requiere de una cantidad pequeda de muestra para ser analizadag
) pueden harerse andlisis de varias snstancias electroactivas
en nna mezcla 3 d) el matardo es sencillo Yy wversidtily =) (]

analisis es relativamente répidog etc, 4749

Se ha mencinnado que 1ns inones transportan electricidan
a traves de Ja disolucien, y que la difusién, 1a atraccién
electrostdtica entre Ins iones de 1a especie electroactiva vy rl
electrodn, asi como la conveccidn, contribuyen al procesa  de
migracison. En 21 métndn polarogqrafico todo esfuerzo esta dirigido
a asegurar que las corrientes observadas sean debi das
solamente a la difusien . Se mantiene una elevada concentracion
del electrolito soporte para eliminar los efectos de la
atracridn electrostdtica  entre los innes de 12 especie
electroactiva v el electrodo. Las fuerzas de conveccién  se
minimican 2vitanda la vibracisn del Bauipn v las diferenciss

4124185
de temperatura. (42-15



En ta pnlarografis N la pequeia rcorriente Qe e
origina en 13 carga de Jas gotas dilatantes de mercurio, por
efertn de la electrolisis de tranas de impiirezas v Qe no  es
producida por 1a electrdalisis de especies analiticas, es la
1lamada rorriente residnaly éAsta corriente residoal tiene dns
origenes o1 primero 28 por la reducciéen de trazas de impurezas
existentes en el medin reacrinnaring el saegundn  es 1a 11amada
intensidad de rarga o de condensador, resultante del fluio de
alectrones que rarga las gatas de mercirin con  respecto 3 ia
sojucién. La intensidad residual aumenta aproximadamente en
forma timeal son 21 potencial del electrodo goteante de mercurio y
es casi siempre pequefa 21 uAY . Dicha corriente residual es
negativa cuando se aplicen potenciales baijos (de O a -0.4 V), v se

hace positiva a potenciales mavores.

lina caracteristica de 1a onda polarografica es a
renaisn Pn dnnde 1a carriente, después de mlevarse brusramente, ze
hace practicamente independiente del potencial aplicardn. Esta
intensidad limite resulta comn conserusncia de 1a velnridad con 1a
que la sustancia que particips en el proceso electrolitico es
transportada hasta la suwperficie del microelertrodo. €n
circunstancias en las que sélo 1a difusidén controla la velocidad

e transferencia de masa, la diferencia entre Ja intensidad

limite v Ja carriente residual se  denomina intensidad de
difusion id) . Tearicamente la intensidad e di fnsion 2
directamente proporcional a 1a concentracién de la especie

electroactiva que reacciona.
{a corriente de difusion promedio obtenida en el

elertrodn goteante de mercurio (EGM) baio rondiciones controladas,

rdepende de factores de difusieén y de electralisis.
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Algiinas de astos parameatros ann temperatira,
viscosidad de 18 snlucion, movilidades i{enicas, Jla superficie
de lags gntas de mercurin y el ritmn que  siguen. Bain Ins
factores de rlectrélisis pueden anatarse el nimero de
electrones requeridos para redunir rada i6n 0o mniéciila de 1a
especie electroactiva v cnalquier otro factor asociado con  una

reacnisn electradice lenta.

Considerandn tndas sstas variablaes, llwnvir desarralls
la siguiente exupresion para definir Jla corriente de dffusian
polarngrafira, bain randirinnes rnnstantes :

t = £07nDY 2?2V

En }la ecuvarian td P la corriente promedio en microamperes
producido durante la duracidén de uwna gota, n es el nimeroc de
farads requeridos por mol de la especie electroactiva, £, es el
coeficiente de difusién de Ja especie en cmzssg-‘, <, ta
concentraci on de la sustancia en milimoles por Jitro, m , 1la
velocidad de flitjo del mercurio en miligramos por segindo v ot
es Ja duracidén de la gota en segundas. La relacien directa entre
la concentracindn v 18 caorriente de difusién bain condicinnes

constantes, Queda expresada como @

td = Je

1,2

an donde I = 607nD la £unal es nna rconstante de

corriente de difusisen, dicha cantidad es independiente del

polaragrafo v electrodos B

El pntencial de mrdia nnda , otro pardmetro importante,
es el potencial en el cual la corriente es igual a la mitad de la
intensidad de difusidn. E! potencial de media onda (£1/2) permite
lJa iddentificacién cualitativa de la especie electroactiva

Que rearciona,



Puestn que tanto 1a forms oxidada camn la redarcida  de
una especip electroactiva estan presentes en la superficie del
electraodn cnandn menns hrevemente, si 13 reduccisn es reversible,

la sitiaci 6n electroguimica s8 aproxima al eqnilibrio

termodindmicn. Comn consecnencia, el valtaje del electrodn en el
que la corriente de difusjon alcanza lJa mitad de su valor maximo,
/s caracteristica de la redussisn en particnlar y s  denamina

potenrcial de media onda (F1r2), (fig. 3.

Evisten diversas variables aque puneden atectar las

reacciones electroguimicas, tales come la temperatura, la
preasisn, el tiempo, la concentracisn de las esperjiss
electroactivas, e) pH del medi o reaccionario, las

caracteriaticas fisircas del electrodn, e] pntencial, la corriente
eléctrica, &l mecsnismo de transporte de masa, la presencisa de

. “7-20)
oxjigenn ©n ) medip reaccionarin, etc.

Pnr otro 1adn existen 1ns miximns polarngraticns que
son distorsiones que se presentan en l1as ondas polarograficas como
consernencia de corriente anémalas. Estns mévimos interfieren en
la evalnacién evacta de las rcorrientes de difusién vy en Jos
potenciales de media onda (£1-2). |l.a supresion de estas maximns se
logra ron ) usn de pequeRas cantidades de sustancias de alto pesno
molecular como la gelatina, tritén X-100 (tensocactive), roio de

metiln, otros calorantes, ete. 107

t 3 polaroagrafia de corriente directa (PDC) se basa en
la aplicacién de wun voltais de rcorriente directa N que
aumenta linmalmente con o1 tiempo, la corriente que resulta del
electrodn de trabaio se registra obteniéndase una grafica
rcorriente/vnltaie o polarocqrama, en donde se puede determinar el
potencial de media onda Earsz v la corriente limite de difusison td
para efectuar los andlisis cualitativa v cuantitativa

=]
respectivamentef
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El mlectrndn de refarancia gque mis se utbiliza es el de
calomel saturado (ECS) con un Area superficial grande, a medida
nue el vnltaie aplicado a la celda se incrementa. fluye saln  1na
cantidad muy pegueRa de rcorriente residual , hasta que se llega a
un valor de potencial tal gque la sustancia hain ensayo puede
oxidarse o reducirse. Entonces la corriente s& incrementa
inirialmente de manera gradnal hasta alcanzar on valor limite comn
se muestra en la figura 3J. En la parte inicial de Ja onda
polarografira, 21 anmento en 2] fluin de rcarriente prodoce  ona
disminucion de las especies electroactivas en la superficie de
elactrodo.

Comn el valtaie v 13 corriente se incrementan, la
conrentraci én de las sustancias reactivas disminuye en
forma adicinnal hasts un vator minimo en 1a superficie del
electrodo. La corriente esta limitada entonces, por la velocidad a
1a gque las sustancias reactives son cspaces de  difundirse del

senn de la disolucion a 18 superficie del microelectrodo.

1.a mlavacian final de la rarriente es dehidas a 1a
reacci éan del electralito soporte que se encuentra en  grandes
=antidades y que es inerts en el rangn e potencial utilizaedn
en [=)] analisis; ja funcian de este electrdélito es  §mpedir
nue las sustancias reactivas llequen al alarctrodn por
migracian eléctrica, asegurando Que la carriente limitante este
rontrnlada por difusion. Puesto que en el rasn  del EGM, 1a
stuperficie del electrodo esta siendo constantemente renovada
an una forma ciclica, la corriente se incrementa desde n
valor pequeRo conforme 15 gota empieza a formarse, hasta
alcansar un  valar mawimo cuaandn la qgota cae. Empleando un
registrador adecuado para medir la corriente, se obtiene un

registro caracteristico.

ft.a eorriente limite &5 1a suma de 1as corrientes
residoal v de difusian. La corriente residual s  sustrae de Ja

corriente limite para dar la a)Jtura de la onda (fig. 3lf.‘-n"
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°E / 2

i = F1/2

°E = ALTURA DEL PULSO.

PFOTENCIAL DEL PICO POLAROGRAFICO.

pico

obtenido por DPoo.

Pal arograma

Figura 4.

pico es directamente

La altura del

L

proporcional a la moncentracisn d
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Determinaci an de

muestra .
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Corriente de pico mdximo.
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POLAROGRAFIA DIFERENCIAL DE PULSOS CPDP), ‘43" 749.20-2¢)

La polarografia dijferencial de pulses (PDP) esta
hasona en la relacinn de que para cada cambic de voltaje. se
impone un pulso de onda rcuadrads sohre el barrido de voltaje
de corriente directa, la amplitud de este pulso es ajustable. Esté
amplitud se selecciona y se mantiene constante durante el curso
del analisis. Debido a la forma mscalonada del barrido de voltaie
de corriente directa, el voltaie baio e) pulso permanece constante
durante 1a vida de una gota. El flujo de corrfentm se mide antes
de la aplicacién del pulso y al final de) pulsa. la diferencia
antre astas dns corrirntes sk mide vy se presenta en el
registrador. Tal seﬁé] di ferencial presenta un aspecto parecidc a
la derivada de 1a nonda polaroqréafica, que es en forma de pico
(fig. 4). El potencial del pico es eguivalente a Evz - °E/2.
donde °E es la alturs dal pulso. La altura del pico 13
directamente proporcionsal & 1la concentracion a velocidades de

barrido y alturas de pulso constantes.

Este método es muy sehsible, se puede determinar
niveles de 10'1M, y praporciona una mejor resolucién entre ondas

poco espaciadas (con Eiraz parecidos).

l[.La polarografia ] nn metodo instrumental de
analisis de amplias posibilidades, con caracteristicas
propias 4, que en algunns casos particulares, pueden hacerla
superior a los restantes métodos instrumentales, con los que
entra en competencia. Su principal campo de accinn
quizas sea, el del microandlisis de compuestos con diversos
constituyentess esto hace que resulte particularmente otil en
la deteccién vy determinacion de impurezas, 1% en la
clagificarinn v control de microconstituyentes de michos

materjales natirales v tecnalagicos.
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Tiene qran aplicabilidad en el analisis metaluraicos
igualmente en el andlisis de medicamentos tales como vitaminas,

antibidticos, diversos compuestos oraqanicos, compuestos

bioguimicos, y generalmente en cualguier tipo de
orqanica con caractaristicas electroactivasg
alimentos (A2-15,47-2 O )

sustancia

en el anadlisis de
sy ftc. ’



YALIDACION., 2773

I.a validarian se define fnma 21  procesn por el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que 1la capacidad
del méatordn satisface Ins requisitos para lag aplicaciones
analiticas deseadss. |l.a caparidad se expresa, en este raso, en

términns de pardmetros analiticos.

El proceso de validamsisn de un m#tndo en particnlar
psta basado en principios cisntificos adecuados y ha sido
optimizado para propasitos practicos de medic!an.ﬂa
{.ns parametros a evaluar en general en un procese de

validacion son l1os que a continuacién se definen @

LINEAL IDAD.
t.a Tinealidad de un sistema o métndo analitico =5 asu

habilidad para asegurar que los resultades analiticos, Jos cuales

pueden ser obtenidos directamente o por madin der una
transformacién matemdtica hien defini da, sean directsmante
proporciconales a Jla concentracion de la suatancia dentro

de un intervalo determinado.

Este parametro se divide en linealidad del sistema vy
linealidad de) método.

Il inealidad del Sistema. Se determina, construyendo una
curva de calibracién empleando cuando menos cinco diluciones
preparadas a partir de una misma disolucién patren vy haciendo
andlisis cuando menos por duplicado para cada dilucion.

Linealidad del HMétndo. Se determina » portir de
placebos adicionados de cuando menos tres diferentes cantidades de
ta swstancia de interds, cama wunad de manera independiente,

haciendo el andlisis por triplicado.



EXACTITHID,

lLa exactitud de un métndn analitinm es 13 concordancis
entre un valor obtenido experimentalmente v el valor de
referencia. Se supresa como el porcientn de recobro obtenideo del
analisis por sextuplicado de muestras a lJas nue se les ha

adicinpadn cantidades conncidas de ta sustancia.

PRECTRTON.

{.» precisién de un método analitico es &1 grado de
concordancia entre resultados enaliticos individuales cusndo el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de
una muestra homog#nea del productao.

Usualmente se expresa en términns de Dasviarisn
Estdndar o de)l Coeficiente de Varjacidén., La precisian es una
medida del gradn de reproducibilidad vy/o repetibilidsad del

método analitico baito condiciones normales de operacidén.

a) REPETIBIIL.IDAD. Es la precision de un métode analitico expresada
como  la concordancia entre determinaciones independientes
reslizardas bain las mismas condiciones (analista, aparato.

Jaboratorin, etc.).

b) REPRODICTBII TDAD. Es ta precisién de un método analitico
expresada cOmo la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes ¢ diferentes
analistas, en diferentes dias, en el mismo vy/o0 en difarentes

labaratoriao, ntilizandn 21 mismn y/o diferentes equipns, eteo.).
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I.IMITE DE DETECCTON,

€s 13 minima concentracisdn de wuna sustancia en uns
muestra, la cual puede ser detectada, pero no necesarjamente

rcuantificads, hein las condicionas de operacisn establecidas.

LIMITE DE CUANTIFICACION.

Es 13 mennr concentracistn de N3 sustancis en ona
miestra que puede ser determinada con precisien v exactitud

aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas.

ESPECIFICIDAD.

Es 1la habilidad de un ma&todo snalitico para obtener una .
respuesta Unicamente o Ja sustancia de interés v no a otros

componentes de la muestra.

TOLERANCIA.

Ia tnlerancia de n matodo analiticn es el grade  de
reproducibilidad de Jos resultados asnaliticos abtenidos par gl
andlisis de la misma muestra baio modi ficacionas de las
condicionas normales de operaci 6n, tales roma di ferentes
temperatiras, Inotes rde reactivns, anlumnas , sistemas de alurcisn,
tipos de empanue (soporte, fase estacionaria, etc.}), condiciones

ambiantales, mtr.
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ESTAHI! TDAD DE LA MUIESTRA,

Es 12 propiedad de wuna muestra preparada para su
cuantificacién , de conservar su integridad fisicoquimica v la
roncentracisn de 1a siistancia de interés, despuas de almascenarse

durante un tiempo determinado baio condiciones especificas.



PARTE EXPERIMENTAL.
- MATERIAL .

- Matrares afnradms de 25, 50, 100 v 1000 ml.
- Tubos de ensayve con tapan.

- Micropipetas auntomaticas de 50 a 200 yl .

- Pipetas volumétricas de 2 v 20 m).

— Celdas polarograficas de S0 ml.

- Vasos de precipitados de S50 y 100 ml.

— Mortero con pistila.

REACTIVOS Y DISOLUCTONES,

1. Disnlurion de fnsfatns 0.1 M » pH = 12.0 (1.T.Baker, R.A.}
2. Acido Clorhidrico ?N (1.T.Raker, D.P.)

3. Hidrawido de sndin 2N (1.T.Baker, R.P.)

4. Perdévido fde hidragenn a1l 30 % (BDH, O.P.)

M. Aridn nalidivicn materis prima .

6. Agua destilada o desionizada.

7. Nitréagenn (INFRAY.

8. Tritén X (I an.Sigma, 0.F.)

9. Plarehns .

EQNIPO.

Palaragrafn Metrohm 6246 AG CH — 9100 Herissn Series O1.
Electrodos Metrohm &43 VA Stand Serjies O8. (fig. No. 5
Electrndns = - Elertrndn de trabhain

Electradn goteante de Mercurio

Flentrndn rde gnta de Mercurin supeodida

= Electrodo de Feferencia

Siatema de referencia @ An/AQRL /KT

- Electrodo Auxiliar

Carhnnn Brafiftm

a0



CEIDA ELECTROQUIMICA MOD.
STAND VA 663 series 05

METFOIM HERISAU.

s26 AB

Metrohm

Figqura No. 5. Pmlarografo
CH - 9100 Herisau Series (43 9%

Stand fletrabim o&T YA Series Q5.

( Siztema d& Electrodos ).
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Preparacion de Ja muestra.

Determinar &1 nesmn promedio de 20 tabletas
triturarlas finamente y homogenizar el polvo. Pesar el equivalente
3 50 mg de 3cidn nalidixico, transferir 1as muestra a un matraz
volumetrico de S0 ml, di solver v llevar al afora con media

reacrcional ( disnlucinn de fosfatps 0.1 M, pH = 12,0 )

Nota : Todas las disoluciones de trabaijo festdndar, materia prima y
pronductn terminadn) se disuelven , =e llevan al asforao vy
se analizan en e) medin reaccional ( disolucion de fosfatos
0.1 M a pH = 12.0 ), junto con 100 Wl de titraén.

Por disclucion analizadas se registran de 7 a 10

pol arogramas.

(] roncentracisn adecuada para cnantificar el
Acido nalidixico por PDP, bajo ]las condiciones de trabaijo
establacidas, fs de 1 mg/ml (4.3061 aM). Conrentracinn

previ amente determinada con el Siatema (tabla A).

Condicinones de trabain @

Polarngrafia DPso

Sensibilidad (AJ/AL) = 20 nA/mm

Ei = - 1,55 voltios

Velncidad de harrido = — 5 mU/g

Velocidad del pape)l = 100 aV/cm

DAMP = 2

Tiempn de gnten = | gata/s.

Medio Reaccional : Disolucian de fosfatos
.1 M a pH=12.0

a4z



Procedimiento.

Para efectnar la cuantificacion del  Seideo calidivicn
por el método propuesto se procede primera  a determinar el
dominio de electroactividad de 13 disnlucisn de fpsfatns 0.1 M 3
pH = 12.0 (fig. &). Despuds se prueban los métodos de adicién de
Ast dndares v comparacion directa por PDC vy PDP, ze comparan Ins

resul tados obtenidos (tabla B , fig. 7 v 8).

Se seleccinna &1 métodn a3 wvalidar vy sk analiza bhain
las condiciones de operacidn va establecidas. Antes de injciar la
validarian el métodn, s lleva a rabn diferentes priehas  con
di soluciones estandadr y materia prima, con objeta de comprobar

si 21 sistems se comporta adecuadamente.

Validacidan del Sistema.

t.inealidad del Sistema.

Preparar una disolucién de acido nalidixico al 100 % vy
hacer las sigujientexs dilucionss %0, 8o, 100, 120 y 150 %
2.15, .48, 4.304, 5.17, &.46 oMy de 13 concentracisn del
principio activos: analizar por duplicadn cada di Juci 6n
(fig. 9. loas resultadns obtenidos se presentan en 1as tabias Nn. i

¥y No. 2, Ja gréfica de linealidad se mnestra en 1a grafica No. 1.

Pracision del Sistema.

Se prepara una disolucion de acido nalidixico at 100 %
¢1 mg/ml, 4.306 mM) y se analiza por sextuplicado (fig. 9 ).

f.as resultadns se presentan en las tablas No. 1 v No. 2 .



Exactitud del Sistema.

Se anpalizan por sextuplicado placebos adicionados de
a4cido naljdivico a niveles de 5o, 80, 100, 110 y 120 %
(2,15, 3.45, 4.304, 4.74, 5.17 o) de 13 ecpncentracion del
principic activn (fig 10, Los resultadaos se encuentran en las
tablas Nno. Ty Nn. 4

Validaci 6n del Método.

f.inealidad del Métnrdn.

Frepar las siquientes disoluciones : 50, 80, 100, 1120
y 3180 % (2,158, 3.45, 4.306, 5.17, 6.46 mM) de la concentracién
del prinripio activa: vy analizar rada wuna por triplicado
{fig. 11). Los resultados se presentan en las tablas No. 5
v No. 6, la qrafica de linealidad esta representada por 1la
grafica Noa. 2 .

Exarctitud del! Métado.

Para la evaluacistn de 15 evactitnd del métndn, se
analizan por sextuplicado di soluciones al 50, 80, 100,
110 v 120 % (2,15, 3.45, 4.306, 4.7, S.17 aM) de prodocto
terminada de Acido nalidixicn (fig. 1. Los resul tados

nbtenirdns se presentan #n las tablas Nn. 7 v Na. 8.



Precisién

Repetibilidad.

Se preparan sei{s disoluciones de la formulacion de
dcido nalidixico a) 100 % ¢ 1 ma/m), 4.30&41 mM ) v se analizan
por separado (fig 12}. Las resultados se encuentran en las
tablas No. 9 y No. 10 .

Reproducibilidad.

Para poder conncer ta variabilidad dal metodo

analiticn, se analjzan muestrss de producto terminado aj 100 %

¢ 1 mg/m?, 4.3041 mM ) par dos analistas en dos dias vy por
triplicado (fig 12). lLos datos obtenidos se someten a un
andlisis fAs  varianra anidadn . I1ns resultadas del andlisis

se presentan en la tabhla No. 11 v el andlisis de varianza en la

tabla Nm. 12.

lLimite fe Deteccidn.

Preparar disoluciones de A4cido nalidixico al S0 %
¢ 0.5 mg/ml, 2.15 mM ) de la concentracién del principio activo
v hacer dilitcinnes reduciendo la concentracion inicial de 10
en 10 % . Analizar cada dilucién por separado con el método
propuestos las respuestas se presentan en la figura 13.
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Especificidad.

Preparar una disclucién de Acido nalidixico al 100 %
t 1 mg/ml, 4.3 mM ), se apaliza con el meétodo propuesto.
Se compara la respuesta de 1a meteria prima v producto

terminado con respecto a 13 del estdndar (figura 314 ).

La evaluacion de la especificidad del métodn se lleva a
cabo sometiendo muestras del estandar, wmateria prima, producto
terminado v un placebo a diferentes condiciones de degradacién.
como s@ presenta en Ja tabla No. 1T, Las miestras se analizan
enpleando el método propuesto (fig. 14 v tox regultadns se

presentan en Ja misma tabla.
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G.S HA/mm

C.S HA/mmM

3 Z \

R P

4
20 ler
a)
Condiciones :
Co = Q.1 M Sensibilidad (AIJAL) =
pH = 12,0 Ei = + 0.09 V/Ecs
Polarografia DCso Dominio de potencial = 2010 mV
Vel. Barrido = 5 mV/s 1 em = 1030 mY
Vel. papel = 100 mV/cm L cm = 50 pm
t. goten = 1 agota/ss
’

h

i

|

' P °
)
Condiciaones :
Co = 0.1 M Sensibilidad (AI/AL) =
pH = 12.0 Ei = + 0.06 V/Ecs

Pol arografia DPso
VYel. Barrido = 9 mV/s
t. goteo = 1 gota/s

FIGURA 6.

Dominio de potencial

100 mV
50 A

1 cm =
1 cm =

Dominios de electroactividad de

la disolucién de Fostatos Q.1 M

pH
v

b

12.0
PDP

trazados por a)

PDE

17560 mV



(2.73mg/ml, 11.72mM.

a) CURVA DE CALIERACION
COMPARACION DIRECTA.

(4.35mg/ml, 18. 74m4) W (6. 7mg/m1,

28.95 M) . §

1 pNmm

* (2.5 my/ml,

b+ (L.5mg/ml,
10.77 nt4) .

6.46 wi1) **

8.61 m1) .

b) ADICION DE ESTANDAR.

FIGURA. 7. Interpretacion de Folarogramas DCgo
de Acido nalidixico . empleando 1los
meétodos de evaluacidn : al) curva de
calibracién v b) adicien de estandares.
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g

( 0.5 mg/ml, 2.15 1 ) (1 mg/ml, 4.3 m4 ) (1.5

4 (3 + 0.5 my/ml ww
3) 0.5 mg/ml, 2.15 o *
2 (1) + 0.4 ng/ml **
1) 0.4 my/ml,1.72 mq *
i) 1 4 0.25 mg/ml **

i) 0.25 my/ml, 1.07 oM+

* Muestra més ** Estfindar

FIGLRA A, Interpretaci an de Po) arogramas DEso
de  Acide nalidixien + empleandn

los
METO00S  de evaluscisn t 3 curva de
€alibracion y b adicien dp extandares.

a9

ngAnL, 5.4 net )

d) 0.8 mg/:ni +c
c) 0.8 ng/ml *

b) a + 0.5 my/m
a) 0.5 mg/mL *
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100 %

FIGIRA 1O. Polarngramas nbtenidns de Acido
nalidixicn, en Ja evaluacian de
la evactitud rdel sistema.
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i) dia 1 ¢ analista 3
ii) dia 2, amalisea 1
iil) @ia 1

¢+ analisey 2
iV} dia 2

+ analista 2

Concentracisn de r’mestras
(1 my/ml, 4.3pg) ) aprox,

100 =
FIGURA 12, Folarcgramas obtenigos de dcido na
en ja €valuaci g,

lxdxxi:n.
N de la Precisjsn del) método
ai rEpetibilidad

Y reproducib, lidad,



557
%5
55
555

0.05 % 0.8% 1.0 ¢ ku};{?\
i

. Twm 20 %
l L

FIGURA 13. Polarogramas obtenidos de Acida nalidixico,
en la evaluacion del limite de deteccion
{ sensibilidad del método ), se muestra la
sefdal minima detectabte por el equipo .
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FIGUFA 14,

1> Polercgramas obtenidos para A) estandar
B) materia prima , (L) formulacidn
(£+3) placebo , en  especificid:id resfpuests
al 100%). 2) Folarogr:smas obtenide: e las
muestras degradadas de la formeiacisn,
ENS Medio Acidoe , b

Feduccisn v d 0

w
b

Medie tasica
Erecto luz



RESULTADOS.

TABLA A,

| C 4 de &ckdo af
! enmg/ml y mM .
|_C 6n de la 46n det analio en : | Conc. dil. 2mi/20mi*
P _mglml ;. mM__} % cgimi| mM
; 1.00 T 4.9081 100 100 | 0.43081

0.50 2.15306 80 50 0.215205
l 0.80 l 3.44488 | 80 80 0.344488
' 1.10 | 473671 110 110 0.470671
| 120 | saere2] 120 120 0.616732
L 1.60 | 846015 | 150 150 0.845816

Eatas conceniraciones se determinaron medlante el Sistema y bajo
condiciones de trabajo previamente establecidas .

En 1a evaluacion del Sistema se L K de una
patron de ackio nafidixico al 100 % .

* Concentracién del analito on la celda polardgrafica

( 2ml de solucidn analito / 20ml de medio reaccionario ) .

Se trabaja materia prima (2 lotes) y producto terminado
(formulacién de 500mg, 2iotes ).

TABLA B
Comparacién entre los métodos PDC y PDP en
ta cuantificacion de dcido nalidixico smpleando las

écnicas de evaluacion : 6n directa y
adickSn de esté , @0 ambos.
METODODE | PARAMETRO POLAROGRAFIA
EVALUACION | PDC FOP

CONCENTRACION (mg/ml) 6.71 1.0

| COMPARACION | DE LA MUESTRA (mM) 28.856 4.3081

i DIRECTA TIEMPO APROX. DE

(CURVA ANALISIS (MINUTOS)~ 7.81 1.5
LINEAL) INTERPRETACION DEL Se determinaen PDCil, ir, EY: y W;

POLAROGRAMA en PDP de pleco méxdi

! |_DESV. ESTANDAR 1.6745 % 0.066789 %

'3 SENSIBILIDAD 1 uAmm 20 nA/mm

| CONCENTRACION (mg/m) 5.24/1.21 . 1.5/1.0
DE LA MUESTRA __ (mM) 22 56521 “* 6.48/4.3061

' ADICION TIEMPO APROX. DE '

i DE | ANALISIS (MINUTOS)~ | 12.31 1.7

! ESTANDAR INTERPRETACION DEL Se determina en PDC I, Ir, EV: y id;

| POLAROGRAMA on PDP corriante de pkeo mdximo,

i DESV. ESTANDAR 1.0897 % 0.009345 %

: SENSIBILIDAD 1 pAmm 20 nAfmm_;

* Concentracién en mg/mi de ion probier 16 &
“* Concentracion en mM do disolucién p 1 dt 0 and

~ Tiempo en que se determina una muestra (registro de polarogramay)



| TABLA No. 1.
Datos de mg/inl y #A para obtener la linealidad

y_precision del Sistema.
LINEALIDAD PRECISION
Conc. de dil. Corriente | Anélisis Corrlente
(mg/mi) (uA) (#) (pA)
0.980 0.724 1 1.627
0.980 0.720 2 1.624
1.568 1.070 3 1.584
1.568 1.066 4 1.680
1.960 1.3256 5 1.684
1.960 1312 6 1.524
2.352 1.533
2.352 1.540
2.940 1.878
2.940 1.800
TABLANo.2.
| Resultados de ia evaluacién estadistica para preci ion
1y linealidad del Sistema potr PDP para la cuantificacion
L de &cido nalidixico .
I LINEALIDAD PRECISION
r = 0.9993
”= 0.96086 CV = 0.044134 %
CV= 0.006883 %

DADO QUE r>0.99, ”2>088 Y CV < 1.5%, SE CUMPLE
CON LOS CRITERIOS PARA LINELIDAD Y PRECISION
DEL SISTEMA .
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TABLA No. 3. !

Datos de mg recuperadoa y 9% de recobro para obtener la
d del Sk .

mg Adl g R o % do Recobro
1.02 1.0364 101.509
1.02 1.0040 98.411
1.02 1.0210 100.079
1.02 1.0233 100.304
1.02 1.00668 938.684
1.02 1.0310 101.080
1.62 1.6200 100.000
1.82 1.6125 99.638
1.62 1.6275 100.4682
1.62 1.6188 99.687
1.62 1.623 100.193
1.62 1.6199 59,998
2.00 2.0017 100.088
2.00 2.0071 100.354
200 1.9911 99.567
2.00 1.6899 60.963
200 1.9060 96.835
2.00 2.0321 101.606
218 2.1403 98.177
2,18 2.1644 100.683
218 22063 100.160
218 21790 90.696
218 2,1700 99.5641
218 2.1802 100.4686
238 2.3818 100.077
2.38 2.3643 298.919
238 2.4039 101.004
238 23710 99.622
2.38 2.3990 100.764
2.38 2.3897 100.406

TABLA No. 4.
F H de la & distica pora la it
del Sktema para el écido nalidh .

F de Recobro : R = 100.087

Dy 6 A : DE = 0.000576

Coeficiente de Variacién @ CVe 0.000674 %

YA QUE I:I SE ENCUENTRA DENTRO DEL 98 AL 102% Y
CV<29%, SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS PARA LA
EXACTITUD DEL SISTEMA .
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TABLA No. §

Datos de mg recuperados y 9 de recobro

para obtener la linealidad

del Método .

mg Adicionados | mg Recuperados | % de Recobro
0.9912 0.9912 99.3893
0.8912 1.0024 100.3050
0.9912 0.8800 100.3050
1.6085 1.6121 100.2150
1.6085 1.8088 99.8926
1.6085 1.6068 90.8926
1.9920 1.9901 100.5480
1.9920 1.9620 100.0780
1.9920 2.0238 99.37685
2.3070 2.4140 100.0160
2.3870 2.3828 90.8213
2.3970 2.4140 100.1620
3.0180 3.0103 100.6040
3.0160 3.0218 100.1260
3.0160 3.0160 £9.3703
TABLA Mo. 8.

Resultados de l1a evailuacion estadistica para
fa linealidad del método por PDP para el

dcido nalidixico

r= 0.6994
”?= 0.9989
Pendiente :

m=1
Ordenada al origen :

b = 3.43E-07
Promedioderecobro: _

R = 100

Desviacion estandar :

DE = 0.377881

Coeficiente de variacion

CV = 0.377881%

YA QUE b=0, mZ1, r”>088 Y CV<{29%,

SE CUMPLE CON LOS Ci

RITERIOS PARA

LINEALIDAD DEL METODO.
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DE ACIDO NALIDIXICO.
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TABLANo 7.

Datos de mg recuperados y % de recobro para obtener
fa itud del método.
mg Ad mg Recuperad 9 de Recobro
1.0000 1.00748 100.748
1.0000 1.00748 100.748
1.0000 0.98507 96.5076
1.0000 0.99888 99.8377
1.0000 0.88712 88.712
1.0000 1.00245 100.245
1.6266 1.60968 98.034
1.6288 1.660489 102.058
1.6268 1.60668 98.934
1.6268 1.62345 20.7818
1.62668 1.62689 99.9%532
1.6268 1.62887 100.103
2.0120 2.01948 100.372
20120 2.03631 101.208
2.0120 1.68021 08.4201
2.0120 201234 100.017
2.0120 202120 100.457
2.0120 2.01142 29.0712
2.2058 2.22292 100.767
22068 223738 101.421
2.2056 219405 89.4584
2.20568 2.20135 80.789
220868 221345 100.338
2.2068 221099 100.226
2.3968 238978 29.7398
2.3868 23876 100.116
23958 230609 100.041
23068 241234 100.882
2.3066 2.40130 100.221
2.30568 2.30876 100.116
TABLANo. 8.
Resuhados de la & i parala
exactitud del método por PDP para el
acido_nalidl; .
Promedio de recobro: __
R = 100.0703
Desviacién estindar :
DE = 0.000575
Cosliciente de variacin :
CV =~ 0.000676 %

YA QUE R sE ENCUENTRA DENTRO DEL 88 AL 102% Y CV<2%,
SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS PARA LA EXACTITUD DEL METQDO.
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TABLA No. 9 .
Datos obtenidos para la determinacion de
la repetibilidad del método analitico .

Corriente 1 {uA) % Recuperado
1.440 98.5812
1.480 99.85438
1.484 100.2282
1.472 100.7759
1.484 100.2282
1.464 100.2282

TABLA No. 10..

Resultados de la evaluacion estadistica
para la repetibilidad del método por
PDP para ol acido nalidixico .

Promedio de recobro: __
R = 100
Desviacién estandar :
DE = 0.276222
Coeficiente de variacion :

CV = 0.276222 %

DADO QUE R ESTADENTRO DEL INTERVALO DEL
88 AL 102% Y EL CV < 2%, SE CUMPLE CON
LOS CRITERIOS PARA REPETIBILIDAD AL 100 %

DEL METODO ANALITICO.



TABLA No. 11. T
Datos obtenidos para la determinacion de la
reproducibilidad de! método analitico .
ANALISTA (i)
1 . 2
99,6958 100.7008
1 100.6080 98.2492
99.0958 101.0299
DIA (})
89.4860 88.8159
2 98.9149 101.0784
101.5990 100.1078
Y = 100
DE = 0.535077

CV = 0.535077 %

TABLA No. 12.
Tabla de andlisis de varianza para determinar
reproducibilidad del método por PDP .

F. V. gt S.C. M.C. Feal Ftab
ANALISTA 1 4.30E-10 | 4.30E-10 171E#00 | 3851
(o4)

DC}A 2 5.00E-10 | 2.50E-10 1.70E-10 | 6.08
(d)

ERROR 8 1.18E+01 | 1.47E+00

(€)

YA QUE Fa < Fgla,gld:0.05 EL METODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE
POR LOS ANALISTAS.

YA QUE Fd < Fgld,gle;0.05 EL METODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE
EN DISTINTOS DIAS POR UN MISMO ANALISTA .

REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO POR PDP.
REPETIBILIDAD = + 0.735731
COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL.
CV = 0.535077 %
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TABLA No. 13

Condiciones de degradacion a las que fueron sometidas las muestras
y resultados obtenidos utilizando el método por PDP.

MUESTRA EFECTO | TIEMPO | OBSERVACIONES ! RESULTADOS
Estandar Sol. transparento 98,09
Materia prima Luz 30 Sol. transparente 97.68
Formulacion SOLAR DIAS | Sol. amarilla 94.65
Placebo Sol. amarilla —
Estandar Sol. c/precipitado 86.89
Materia prima ACIDAS 14 Sol. ciprecipitado 79.22
Formulacion TEMP, DIAS | Sol. c/precipitado 69.81
Placebo AMBIENTE ) Sol. c/precipitado —
Estandar Sol. fransparente 99.02
Materia prima BASICAS 14 Sol. transparente 88.42
Formulacion TEMP. DIAS | Sol. amarilia 95.66
Placebo AMBIENTE Sol. amarilla e
Estandar Sol. traneparente —_—_
Materia prima REDUCC. UN Sol, transparente —
Formulacion TEMP. DIA Sol. amaritla —_—
Placebo AMBIENTE Sol. amarilla —

EN LA FIGURA 14 SE PRESENTAN ALGUNOS POLAROGRAMAS QUE SE
REGISTRARON DE LAS DISOLUCIONES DE ACIDO NALIDIXICO DEGRADADAS.




ANALISIS ¥ DISCUSION DE RESULTADOS.

De los resunltados obtenidos  al s naliz ar el Acido
nalidisxico , se observé que al trabaijsar con polaroqgrafia  de
corriente directa {DCso) sp requeria de maynr aantidad de
muestra v tiempn de  anslisis (tabla B), adem3s 31 bhacer La
interpretacion del correspondiente polarograma se tienp Ja
desventaia da hacer tres medicionses merdir t orriente
limite, corriente residual y corriente de difusiaen; fig. Sy 7 )
1n ewal disminuye la eficiencia  del méatndng rA comparacisn la
polarngrafia di ferenci al cde pulsos requiere de menor
rcantidad de muestra, es mAs rapida y Jla interpretacisan del
prlarngrama ex sencilla de realizarse debido a que la
seRal de 15 respuests re en  forma de pico. siendo esta la
corriente de pico maximo la cual es directamente proporcional a
la concentracion de la muestra ( fig. 4 vy 8). En base a estn
se establece que la polarografia diferencial de pulsos es
mads sensihle, rdpida vy eficiente en compa r acién can la

polarografia de corriente directa.

Par ntro lado se trabai¢ can los métodos de comparacion.
con un estandar v adician de estandares (fig. 7 y B8), se eligi¢ el
matodn de comparacién con un estdndar por ser el mas adecuado
debido a que la corriente de difusien no es sensihle-
a ntrns romponentes de la muestra. y dado que se puede

determinar directamente la concentracion de 1s muestra problema

a partir de un intervalo de concentracison conocido dr
estandar, siendn ademas estr mietodn mAS practico Y
rspido pars 1os finec e 12 cnantificacion e Aridn

nalidixica y para el estudio de validacidn (figs. 7 v B .
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El1 potencial de media onda que se obtuve bajo las
condiciones de trabaio operadas fué de - 3.70 % 0.04 voltios ,
resultados obtenidos a partir de las disoluciones del estandar de
acido nalidixico que permitieron comprobar vy estandarizar el
sistema . Esté valnr de potencial es cercanoc al encontrado en la

literatura que es de -~ 1.&68 wvoltios.

FPar otrn 1adn 21 potencial encontrado
experimental mente se tomo coma hase para conocer la
identidad del acido nalidixico en la disoluciones que se

sometieron a denradacian.

€1 métndm analiticn por PDP para 1a cnantificacion e
Acido nalidivico se sometid a . validacién debida & nque dicho
egtudin 25 un requisito sanitarino asi establecidn por las
autorjdades de regulacidn sanitaria : los parametros de validacion
avaluadns fueron las sigunientes linealidad Y precisisn
del sistema, exactitod, Jinealidad de)l método, precision
¢ repetihitidad v reproducibilidand), esperificidad, zensihilidad vy
estabilidad de Ja muestra; estos son Jos minimos necesarios  que

dehe cumplir un métoda analitico para controal de calidad, @275

De Ins resnltadas obtenidns ael estid{n e
validarian , 2) evaluar o) sistema (tabla No. 1y No. 2,
fig. ? y 10} se nhservs qie el sistema 25 preciso debido » que
e] coefiriente de variacjén es menor & 3.5 % cumpliendo asi
can Rl criterin para precisiéen del sistema : en cuanto a
linealidad se refiere existe una relacién lineal entre la
cantidad adicionada de!l retindar y la respuesta del equipo
( corriente maxima de pico, fig. 4 ) presentando un coeficiente
de correlacién de 0.9993 (Tabla No. 2 v grafica No. 1) con lo
cual se afirma que cumple con los criterios para linealidad del

sistema.
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l.a exactitud del sistema 3 10s niveles de concentracisn
trahaijados (tabla No. 3 Y fig. 1M cumpl & con los
rriterins estableridos, debidn 3 que »l preomedin de recobrn ests
entre el 98 v 102 % v dado que el copficiente de variacidén
@s menor 31 ?2 %4 (tahla Nn, 41 y PpoOr lo se cumpief rcon Ins

criterios para la exactitud del sjstema.

1.3 linmalidad nohtenids por e] oetodo, muaestra ana
relJacidn lineal entre 1a cantidad adicionada v Ja cantidad

recuperada en el anadlisis, o cual indica 13 proporcionalirdad

existente en el intervalo de concentracien analizado
(tabla Nn., S v fing. 12y, @en estéd parametro. se obtiene una
pendiente cercana a la wnidad, lJa ordenada al origen se

aproxima a rcero y g1 caeficiente de determinacién es maynr
a 0.98 (tahla No. &6 y grafica No. 2), con Jo cual se establece

nue sk cumple con os criterine de linelidad del método.

l.a erxactitud presentada por el método analiticm a Jos
nivelas de rconcentracion de 50, B8O, 100, 110 y 120 % (tabla No. 7
y fig. 1% cumple con los criterios establecidos, debhido a que el
promsedin de recobro estd aentra el @8 v 102 % vy dada que e1
coeficiente de varjacion es menor al 2 % (tabla No. 8), por 1o
Aue 21 m2todn analiticn 29 exactn a 1nos niveles de concentracion

trabajados.
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En 21 parsmetro de precisién se evalué repetibilidad v
reproducibilidad. Fara repetibilidad se observe que si habia
concordancia entre los valores que se abtenian (tabla No. ? v
fig. 14), el promedio de recobro esta entre e€! 98 y 102 % , el
coeficiente de variacidn es menor al 2 % (tabla No. 1, rcon lo
cual el método es repetible al 100 %4 del contenido neominal del
principio activo. €1 método es ademds reproducible va gque no
presenta efecto en los resultados debido al analista o al
dia en el nQue se realiza el anpalisis, ni por interaccisn
dia=~analista (tablas No. 11y No. 12, fig. 14y, por lo
que »1 metodn puede ser empleado en chnalquiar dia v
por cualquier analista sin encontrar variacion apreciable en Jos

resul tados .

Por Gltimo el metodo es sensible y especifico:
el primer parametro se cumple debido & que la sensibilidad de
trabaio detect o hasta una concentraci 6n de 107°M
( fig. 15 )i para el segundo pardametro se obtuve el 100 % de
raspuesta del estdandar vy en base a este criterio se
sametieron las muestras, las cuales dieron una respuesta
equivalente ( los polaragramas son de iguales caracteristicas,
fig. 16 ); en cuantn a8l estudino A estsbilidad realizado
se observa en Ja tabla No. 13 que bajo las condiciones de
astudin la muestra presenté productos de deqradacion los
ctuales al analizarlocs Junto con la muestra, no interferian en
la determinacion de la misma (fiq. 16). por lo que el mé&todo es
especifico dado que no hay interferencias presentes en las
muestras analizadas (fiq. 1&). En hase a este estudin s
puede establecer que el método analitico desarrollado es estable
bajo las condiciones de trabajo propuestas , por lo gue puede ser
utilizade como método de andlisis de rutina en e1 control de
calidad del acido nalidixico en materia prima ¥

producto terminado.
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El proposito del presente frabaio +tué desarrollar v
validar un métodn analitico por polarografia  di ferencial de
pulsos, 1n rual s® rCumplis y a cantinvacion se describe la
metodologia establecida , la cual puede ser empleada como método
de arnalisis de rutina @

Se pesa con exactitud aproximadamente SO mg de Acido
nalidizico y/o su equivalente (materia prima 324> producto
terminado) . se transfieren a wun matraz volumétrico de S0 ml,
disolver y llevar al aforo con disolucion electralito. Se prepara
y trata de igual forma nna disalucidn de estandar.

Se vierte 20 ml de 1la disolucién electrélito en
la celda polarogréfica, adicionar 2 ml de disolucién de 1la
muestra., 100 ul de tritén X. introducir 1os electrodos ( de
trabain, auxiliar v referencia ) Y burbujear nitrégenn
humedecido durante S minutos, manteniendo 1la atmosfera de
nitréneno durante el proceso de electrélisis. Se procede a.
realizar la electrélisis y a registrar el polorograma desde
— 1.55 voltios & - 1.88 wvoltios. Determinar la corriente de
pico maximo a - 1.72 * 0.02 valtios v calcular la cantidad, en
porciento, de CszHu2zN203, en el Acido nalidixico tomado. en la
formula CIU/ISICCS/CUIePS , donde IU v IS son las corrientes de
pico méximo del estidndar vy muestra. cs Y cu san las
concentraciones en ucqQ/ml del estandar v la muestra, y PSS
es la potencia en porciento del esténdar.
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CONCLUSI ONES.

{.a polarografis diferencial de pulsos es un meétodo
de andlisis confiable , practico vy versatil debido a su
sensibilidad , rdpidez de andlisis vy al emplec de materiales

accesibles de laboratorio.

El métndn polarografico desarraolladn es eficiente
y facil de trabajar debido a que la determinacien del principio
activo es directa por lo cual es mas simple. rapido v
Ennfiable .

La confiabilidad del método quedé demostrada con el
estuuioc de validacion dado que el método resulté ser lineal,
eracto. preciso., sensible vy especifico por 1o que puede ser
utilizado en el analisis rutinario de control de calidad de

acido nalidivico en materia prima y producto terminado.

Mediante el analisis del Acido nalidixico por
polarografia diferencial de pulsos, se determiné que el potencial
de media onda fué de - 1.70 + 0.04 voltios baio las condiciones
de trabajo establecidas.

ventajas del método analitico por polarografia
di ferencial de pulsos :

— Es un método de analisis sencillo v f4cil de operar.

- Una misma muestra puede ser analizada varias veces

proporcionando respuestas iguales.

- Puede emplearse en microsndlisis (puede detectar
hasta 1077,



— En andlisis de medicamentos con polifarmacos o con
varios metales es posible determinarlos
simnl tadneamente.

— El equipo instrumental es sencillo vy economico
comparado con otros equipos.

— Varios grupos funcionales organicos son redu:{bles en
el electrodo de gotas de mercurio , lo cual permite
la aplicacien de 1la PDP a8 una qgran variedad de
especies organicas y bioquimicas.
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PROPUESTAS.

- Proponer gl métndn analiticn disefadn »a las auteridades
santtarias para que sea estudiado v se establezea comn
metodoa oficial .

- Redisefar v validar el métodn pnlarograficn  propuesto
utilizando el andlisis de adicion de estandares vy
comparar el estudio con el realizado en el presente
trabajo.

- Realizar el estudio de validacidn del método asnatitice
variando las siguientes condiciones : el equipos el
laboratorio: 1a marca comercial de los reactivos;i etc. v

determinar si es reproducible baio estas condiciones.

- Establecer un estudio de variacion de temperatura
del analisis vy determinar si hay variaciones, en
masn de haterlas mptimizar el métadno v validarlo.

— Se debe hacer un estudio comparative econémi c o entre el
método polarografico propuesto v 10s métodos de
andlisis oficiales. para determinar si existe iqualdad
entre estos y/o para conocer cual es el mas eficiente ,

confiable y econdmico.

- El1 métode analitico por polaroarafia de corriente
directa se debe disefar y validar.

- Investigar que otros medicamentos son suceptibles de ser
cuantificados por polarografia diferencial de pulsos
v desarrollar su método analitico tomando como base el
presente trabalio.



AKEXO I.

SIMBOLOGIA

b = Drdenada al origen o intercepto
r = Coeficiente de Correlacion

r© = Coaficiente de determinacion

CV = Coeficiente de Variacién

IC = Intervalo de Confianza

£ = Sumatoria

Pendiente

3
n

n = Nimero de replicaciones
t = Namero de diluciones o numero de
cantidades adicionadas

= Media Aritmética

z <
!

Namero total de determinaciones
8% = Varianza

DE = Desviacion Estandar

0ilucién o cantidad adicionada

Y = Propiedad medida o cantidad recuperada
R = Porciento recuperado
R = Promedio sritméticn del porciento recuperado
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t = Valor de la distribucién t de Student
con una probabilidad acumulada de 0.975 .
t® = Valor de la distribucion t de Dunnet con
una probabilidad acumulada de 0.975 .
Sp’ = Varianza ponderada .
F* = Valaor de 13 distribucidan F de Fisher con
una probsbhilidad acumulada 0.975 .
Yioo = Y ftatal .
F = Fator para rdlculns en linealidad ‘de Sistema,
PDC = Polarografia de Corriente Directa.
PDP = Pnlarngrafia Diferencial de Pitlsos.
EGM = Elepctrodn Goteante de Mercurio.
F.é.m. = Fuerzas Electromntriz.
Euwrz = Potencial de media onda.
Eeq = Potencial de equilibrio.
Esl = Potencial eléctricn .

I = constante de corriente difusién. (I=607nD""*

Y.
td = Corriente de difusitn,

e = Corrients rcapacitiva,

tr = Corriente residual.

il = Corriente limite.

tR = fCaida ohmica.
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ANEXO II.

FéArmulas v criterins para evaluar los parametros

de validacian'2773®

L INEAL TDAD.
Linealidad del Sistema.

Coeficiente de Correlacion :
12

o= ¢ Int(Eny)~ (S (Ey) % 7 tnt (S-S ¥ 1Int (sy%) —(Eyr %1 3

Coeficiente de determinacidn :

r® = ot(Sxy)=(Ex) (Ey11% 7 ent (D - Fitnt (sv®) - gy) 21

Fartor F :

F = (propiedad medida (y)1 / feonc., de dilucidn ()1

Media del Factor : F

donde ¢+ N = niamero de puntos de la linealidad del sistema.

Desviacién Estandar :

DE = € IN(E—F%) - (EF%11/ N ¢ N - { 1] %2
Coeficiente de Variacidtn :
oV = ( DE / F ) 100
CRITERTO = oV £ 1.5 %
rox 0.99 , r? 2 0,98
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PRECISION DEL SISTEMA.

Desviaci 6n Estandar :

DE = € L N(EY®) - (E% 3 7 € N(N ~ 1) 1 3%

Coeficiente de Variacién :
CV = ¢ DE 7Y ) 100

donde 9 es la media de los valores de la propiedad medida.

CRITERIO.
cCVY s 1.5 %

LINEAL.IDAD DEL METODO.

Pendiente ¢ m ):

m = [nt (Exy? — (Ex) (£y)3 7 Int (Ex%) — o2

Ordenada al erigen ¢ b ) 3

h =&y — m (x)1 7 ( nt )

Coeficiente de Determinacidn :

r? = CRE(Ewy) = (80 (Ev) 127 EntEx®1— @0 ¥ 1tnt (2yZr -2y 21
CRITERTIO.
flantidad adircionada vs cantidad recuperads @ m &« 3 , b =0

2 2 0.9
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LINEALIDAD DEL METODO , EXACTITUD Yy REPETIBILIDAD.

Porciento Recuperado :

R=(y 7 » ) 100

Desviacién Estandar :

a 172

DE=¢C N ®Y - 1/ N CN-1T) 32

Promedin del porciento recuperado :

R = ZR

Coeficiente de Variacidén :
CV = ¢ DE 7/ R) 100

donde R es la media del parciento recuperado .

CRITERIO.
Paorecientn Recuperado : 98 % al 102 %

Coeficiente de Variacidn : v 5 2%

78



PRECISION.

&
\.
s
S \‘&\3
¥

o %

REPRODUCIBILIDAD. S@

Modelo

Donde

vijk

ai
&i(i)
&t (i
a
d

-

)

Matematico :

Yiik = Hor et St Brap

= el engsavo de la swustancia de interéds de la késima

muestra analizada por i#simo analista en el jésimo dia.

= media poblacional del ensayo de la sustancia de interés
en la muestra.

= efecto del analista en el ensayo ( donde i = (... & ).

= efectn del dis anidadn en =1 analists ¢ donde §j = f...d ).

= error del método analitico ( donde k = 1... r ).

= namero de analistas. ( donde 3 = 2

= ndmero de dias. ¢ donde b = 2 )

= numero de replicaciones. ( donde r = 3 )

Calcular :

Yi1.
Yia.
Yi..
Y2..

Yeouo

=

Y11l + Y112 + Y113 Y21. = Y211 + Y212 + Y213
Y121 + Y122 + Y123 Y22, = Y221 + Y222 + Y223
Y11l + Y112 + Y113 + Y121 + Y122 + Y123
Y211 + Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223

Yi.. + Y2..
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Evid., = ovtt® + oviz0? s evei T vza?

vif. = vi.0® + ove 0

2 AL
EESVi ik = (vitD 2 4+ vt E 4 v m

e tvean e vzz o+

cvzzn®
SCa = ¢ TVi%. / dr V - € Y. 2. F adr
2 Ed
SCd = ¢ £XYi i 7 F ) - ¢ TVi%. 7 dr

Ste = EETVi 1k*- £TYi4.%7 r

F0.05 ®= 1ns valores de FO.O05 se nbtienen de 1a tabla de F,
localizando el cruce del valor de los grados de libertad (gl) del
numeradaor horizontatlmente v el valar de Ins grados de lihertad del

denomi nador verticalmente, para una a = 0.05.

Interpretacion de resultados.

Si Fa < Fgla,qld;0.0%5 E1 matndn analiticn es reproducible por los

analistas.,

Si Fa Z Fgla.qld;0.05 E1 método analitico no es reproducible por

los analistas.

Si Fd < Fgld,gle;0.05 El método analitico es reproducible en

distintos dias por un mismo analista.

Si Fd 2 Fgld.qle:0.05 El método analiticon nc es reproducible en

distintos dias por un miemo analista.
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REPETIBILIDAD DEL METODD ANALITICO.

REPETIBILIDAD = % ( Mge )73

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL .

LV =1(s/Y) 500

De donde :

Y= Yiee /' {n = adr )

Desvi aci dn estadndar total:

s = €Cn EESVi kT~ v...121 / nn-1y??
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