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RESUMEN 

El estudio de estabilidad es de gran importancia para asegurar la eficacia 
clinica de un medicamento. Es importante su evaluacién ya que fa cantidad de 

farmaco que realmente va a tener accién en ef organismo se vera mermada por su 

degradacién o por su transformacién a formas menos activas. 

En nuestro pais el Metronidazol es un farmaco ampliamente utilizado por 

sus propiedades como antiparasitario y su efectividad para bacterias gram (-).En 

este estudio se eligio al metronidazol debido a que es un farmaco de! que 
practicamente no existe informacién de estudios de estabilidad en solucién 

acuosa. 

Se realiz6 un estudio de estabilidad del metronidazol como materia prima, 

para tal efecto se seleccionaron diferentes condiciones que favorecen la 

degradacion de este. El método analitico utilizado fue por espectrofotometria UV- 
VIS, por ser un método practico, confiable, rapido, econdmico y de amplia utilidad 

en el area farmacéutica. 

E! objetivo principal de este estudio fue determinar fa cinética de 

degradacién del metronidazol en solucién acuosa. Para tal efecto se llevaron a 
cabo una serie de estudios preliminares, con ta finalidad de estructurar la parte 

experimental del proyecto. Los sistemas utilizados comprenden soluciones de 

acetatos, boratos, fosfatos y acido clorhidrico. 

Previa y cuidadosamente fueron seleccionadas diferentes temperaturas, 
concentracian de soluciones amortiguadoras y tiempos de muestreo, 

considerando y tornando en cuenta los trabajos efectuados anteriormente a nivel 

laboratorio. 

El estudio consistié en degradar al metronidazol sometiéndolo a diferentes 

pH’s y temperaturas con concentracién 2M, con una fuerza idnica constante de 

0.37M, de tal forma que terminando e} tiempo de muestreo, se cuantificé ja 

cantidad degradada del metronidazol, empleando la técnica de Anialisis de 

Multicomponentes. Finalmente se obtuvieron los paradmetros cinéticos de 

estabilidad. 

Los resultados obtenidos muestran que e! metronidazoi sigue una cinética 
de descomposicién de primer orden; asumiendo que solo un producto de 

degradacion es identificado. 
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OBJETIVOS 

GENERAL 

Evaluar el efecto del pH y la temperatura sobre la estabilidad del metronidazol en 

solucién acuosa con una fuerza iénica constante de 0.37M. 

PARTICULARES 

¢ Desarrollar el método analitico para cuantificar el metronidazol (materia prima) 

en solucién acuosa. 

e Determinar los parametros cinéticos del estudio de ‘a estabilidad del 

metronidazol (orden de reaccién, pH de maxima estabilidad, energia de 

activacion y tg) 

e Identificar cualitativamente el producto de degradacién del metronidazol en 

solucién acuosa. 

x



 



INTRODUCCION 

En la actualidad se acepta en el mundo entero la realizacién de estudios 

cinéticos y predictivos para establecer fechas de expiracién fehacientes para los 

productos farmacéuticos, pero antes de 1950 séio se haclan métodos y 

procedimientos cualitativos o semicuantitativos en estudios farmacéuticos. Como 

estos métodos un tanto rudimentarios son deficientes, han sido sustituidos por 

estudios rigurosos, planeados cientificamente, en que se usan ensayos 

confiables, coherentes y especificos que indican la estabilidad, conceptos 

estadisticos apropiados y una computadora para analizar los datos resultantes. 

De esta manera se obtiene la maxima cantidad de informacién para establecer 

una fecha de expiracin confiable y defensible para cada formula ..., Reminglon, 1987, ap 

2001>>, 

Los requisitos para estudios de estabilidad y fechas de expiracién estan 

normados por las “Buenas Practicas de Manufactura (BPM)” y por la USP. 

Las BPM especifican que se emprende un programa documentado de 

pruebas encaminadas a establecer las caracteristicas de estabilidad de los 

productos farmacéuticos. Los resultados de tales pruebas de estabilidad se usan 

para determinar fas condiciones apropiadas de almacenamiento y las fechas de 

caducidad. Esto ultimo tiene la finalidad de asegurar que el producto farmacéutico 

satisfaga normas aplicables de identidad, potencia, calidad y pureza en el 

momento de usarlo. 

Dos tipos de acontecimientos son relacionados con el almacenamiento de 

las formulas. El primero se relaciona con la disminucién de la actividad terapéutica 

especificada en el rotulo del producto, conforme transcurre el tiempo. El segundo 

es la aparicion de una sustancia toxica formada como producto de degradacién 

mientras la formula permanece almacenada. La cantidad de casos que reflejan



este segundo tipo es muy pequefio, por fortuna, aunque existe la remota 

posibilidad de que ambos tipos de acontecimientos ocurran simultaneamente en 

un mismo producto farmacéutico. 

Por lo tanto esperando que el presente estudio sirva de apoyo y estimulo 

para posteriores trabajos sobre estabilidad de farmacos en solucién, asi como en 

diferentes formas farmacéuticas, este trabajo no concluye aqui, porque también 

proponemos cuantificar al producto de degradacion y no solo llevar a cabo una 

identificacion cualitativa del mismo. Es importante mencionar que los conceptos 

cinéticos que contiene son de gran ayuda para la formacién del Quimico 

Farmacéutico Bidlogo.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO 

1.GENERALIDADES DEL METRONIDAZOL 

1.1 NOMBRE Y ESTRUCTURA 

NOMBRES QUIMICOS Y SINONIMOS 

2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol << ctarse's 1986, pp g0>>5 2-Metil-5-nitro-imidazoetanol; 1- 

(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol; 1 -(B-etilol)-2-metil-5-nitro-3-azopirol <<(3) tlescas 

Frisbie: 1973, pp 225>>3 2-(5-nitro)-2-metilimidazol-1 -il) etanol <<(4) European Pharmacopoeia. 1997, pp 1196>>. 

NOMBRE COMUN 

Flagyl, Metrolyi, Metryl, Neo-Tric, Vaginyl <<{2) Clarke's: 1986, pp. 780>>. 

FORMULA CONDENSADA 

C,H NO, <<(2) Clarke's: 1986, pp 780>>, 

FORMULA DESARROLLADA 
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1.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 

DESCRIPCION 

Polvo cristalino © cristales de color blanco o amarillo palido, inodoro, de sabor 

amargo y ligeramente salino; no es higroscdpico, estable al aire, pero se 

obscurece al exponerio a la luz <<(3) Mlescas Frisbie: 1973, pp. 225>>. 

SOLUBILIDAD 

Poco soluble en agua (1 en 100 partes), 1 en 200 de etanol y 1 en 250 de 

cloroformo, ligeramente soluble en éter; a 20 °C soluble en Acidos diluides <<(3)Illeseas 

Frisbie 1973, pp. 2252> 

PESO MOLECULAR 

171.2 gimol <<(4) European Pharmacopoeta: 1997, pp. 1196>>. 

TEMPERATURA DE FUSION 
° 

159 °C a 163 °C <<(4} European Pharmacopoeia,:1997 pp 1196>> 

CONSTANTE DE DISOCIACION 

pKa 2.5 <<(2) Clarke's: 1986, pp. 780>>, 

COEFICIENTE DE PARTICION 

log P (octanol/pH 7A), -0.1 <<(2) Clarke's, 1986, pp. 780>>, 

_1.3 ESTABILIDAD 

CONSERVACION 

En recipientes cerrados y protegidos de la luz <<(4) European Pharmacopoeia 1997 pp 1196>>
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1.4, ACTIVIDAD FARMACOLOGICA 

Es un medicamente antiprotozoarios utilizado en el tratamiento de infecciones por 

Trichomonas, Giardia y Amibas. La dosis usual es de 250 a 500 mg tres veces al 

dia, por via oral durante siete a diez dias. También tiene efectos sorprendentes en 

infecciones con bacterias anaerobias <<(5) Sir Col Dotlery and cols. 1991, M170-ML76>> 

1.5. METODOS DE ANALISIS. 

VALORACION 

Disolver 100 mg de muestra en 20 ml de anhidrido acético y calentar ligeramente 

hasta su disolucién. Enfriar, agregar una gota de solucién indicadora de verde de 

malaquita y titular con solucién 0.1 N de acido perclérico hasta la aparicién de una 

coloracién verde amarillenta. Realizar una prueba en blanco y hacer las 

correcciones necesarias. Cada ml de la solucién 0.1N del titulante equivale a 

17.12 mg de metronidazol ce cau: 1988, pp 776>>. 

ESPECTROFOTOMETRIA EN UV. 

En solucién 0.1 N de HCI presenta un maximo a 277 nm. A dicho maximo la Eye 

es aproximadamente 377. 

En solucién 0.1 N de NaOH presenta un maximo a 319 nm. A dicho maximo la 

Eim @S aproximadamente 520 <<(2} Clarke's" 1986, pp. 780>>
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Fig. 1. ESPECTRO DE ABSORCION DEL METRONIDAZOL EN UV-ViS. 

ESPECTRO INFRAROJO 

Principales picos a longitudes de onda de 1187, 1535, 1070, 1265, 745 y 1160 
nm. 

ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS 

Principales picos a m/z 81, 124, 54, 53, 125, 171, 45 y 42 <(2) Clarke's 1986, pp 780>> 

2. ASPECTOS DE ESTABILIDAD. 

ESTABILIDAD DE LOS PRODUCTOS 

Muchos factores inciden sobre la estabilidad de un producto farmacéutico: 
la actividad del o los componentes activos, la interaccién potenciai entre los 
componentes activos e inactivos, ef proceso de elaboracién, la forma posoldgica, 
el sistema de contenedor, revestimiento y Gierre, tas condiciones ambientales 
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durante el transporte, almacenamiento y manipulacién, y el tiempo transcurrido 

desde la elaboracién hasta el uso del producto. 

Generalmente entre los pardmetros que se evaluan en estudios de 

estabilidad quimica se encuentran: la evaluacién de la potencia de! ingrediente 

activo, sus productos de degradacién, compatibilidad de los excipientes y el efecto 

de fos materiales de empaque. En una forma farmacéutica, cada ingrediente, ya 

sea terapéuticamente activo o inactivo puede afectar a {a estabilidad; esto se debe 

a la actividad del o los componentes activos o a la interaccién potencial enire los 

componentes ya sean activos o inactivos. “Los factores ambientales tales como 

temperatura, radiacion, luz, aire (especificamente oxigeno, diéxido de carbono y 

agua) y humedad pueden también afectar la estabilidad <<(7) Récz 1989, pp 31> 

Similarmente, factores como el tamafio de particuta, pH, las propiedades del agua 

y otros solventes empleados, la naturaleza del contenedor y la presencia de otras 

sustancias quimicas resultantes por contaminacién o por mezclado intencional de 

diferentes productos pueden influir en la estabilidad <6 vais 1987, pp3>>. 

Otros factores a fos que generalmente estan sujetos los productos 

farmacéuticos son factores de inestabilidad producidos por el proceso de 

elaboraci6n, la forma posoldgica, el sistema de recipiente y cierre, tas condiciones 

ambientales durante el transporte, almacenamiento y manipulacion <<{1) Remington, 1987, pp 

2002>>, 

En vista de que muchas reacciones hidroliticas son catalizadas por los 

iones hidronio e hidroxilo, el pH es un factor importante que determina la velocidad 

de una reacci6n. El intervalo de pH de descomposicién minima (o de estabilidad 

maxima) depende del ion que mas influye sobre la reacci6n. Si el minimo ocurre a 

pH mas o menos 7, el efecto de ambos iones es el mismo. Una desviacién del 

minimo hacia el lado Acido indica que el ion hidroxilo tiene un efecto catalitico mas 

fuerte y viceversa cuando la desviacién ocurre hacia el lado alcalino. En general,
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los iones hidroxilo influyen mAs. En consecuencia, muchas veces el minimo esta 

entre pH 3 y 4. 

A veces hay que diferenciar entre ef pH éptimo para la estabilidad y el 

ptimo para la actividad farmacolégica. Por ejemplo, varios anestésicos locales 

son mas estables a un pH francamente dcido pero para que desplieguen su 

actividad maxima deben estar en soluci6n neutra o ligeramente alcalina. 

Para ajustar el pH de las formuias se usan pequefias cantidades de acidos, 

alcalis o soluciones amortiguadoras. Las soluciones amortiguadoras se usan 

cuando pequefias modificaciones del pH pueden ocasionar una degradacién 

importante del componente activo, también para estudios de estabilidad a largo 

plazo y acelerada. 

2.1 ESTABILIDAD 

El termino estabilidad se puede definir como: 

La propiedad de un medicamento contenido en su envase de determinado 

material para cumplir con las especificaciones preestablecidas que aseguren su 

identidad, pureza, calidad y potencia durante el almacenamiento y uso <<{9) Carstensen, 

1990, pp 9, 454>> 

La propiedad de una forma farmacéutica y/o materia prima contenida en un 

determinado material de empaque para mantener dentro de limites especificados 

y dentro del tiempo de almacenamiento y uso, las caracteristicas fisicas, quimicas, 

microbiolégicas y terapéuticas que tenian en el momento fabricado. 240) yow.on-ssat- 

1993, 1994, pp. 63>>
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2.2 PERIODO DE EXPIRACION 

Es el intervaio de tiempo en que un medicamento permanece dentro de 

especificaciones después de su manufactura <ocassensen 1990, pp. 8, 453>> 

2.3 FECHA DE EXPIRACION. 

Es aquella fecha que se indica en e! material, envase primario y/o 

secundario de un medicamento, para designar el tiempo estimado durante el cual 

el lote del producto permanecera dentro de las especificaciones que conserva 

bajo fas condiciones normales o particulares <0) NOM.073-S8A1-1993, 1994, pp 63>>, 

2.4 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ESTABILIDAD DE UN PRODUCTO 

FARMACEUTICO. 

Los factores fisicos (calor, luz, humedad) pueden desencadenar reacciones 

quimicas 0 acelerarlas. 

El conocimiento de la estabilidad fisica de una formula es muy importante 

por tres razones primordiales. Primero, un producto farmacéutico tiene que tener 

un aspecto fresco, elegante y profesional todo el tiempo que permanezca en los 

estantes. Toda alteracién del aspecto fisico, como pérdida del color o turbiedad, 

puede hacer que el paciente o el consumidor pierda su confianza en ef producto. 

Segundo, como algunos productos se expenden en recipientes de dosis muitiples, 

hay que asegurar la uniformidad del contenido de componente activo en funcién 

del tiempo. La solucién turbia o una emulsién cortada puede acarrear un patron 

posolégico disparejo. Tercero, el producto farmacéutico debe de cumplir con la 

vida de aimacenamiento para que el paciente pueda recibirlo, Toda alteracién del 

sistema fisico puede hacer que el medicamento pierda su disponibilidad para el 

paciente,
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Las reacciones indeseables entre dos o mas farmacos ocasionan 

incompatibilidad “fisica’, “quimica" o “terapéutica”, el término incompatibilidad 

fisica es un tanto incorrecto. Se le ha definido como una interaccién fisica o 

quimica entre dos o mas componentes, que origina una alteracién reconocible a 

simple vista. Esto ultimo puede consistir en un precipitado, turbiedad o alteracién 

del color. 

En cambio, a la incompatibilidad quimica se le considera una reacci6n en la 

que no se produce ningtin cambio visible. Puesto que no hay evidencias visibles 

de deterioro, este tipo de incompatibilidad debe ser reconocida por personal 

experimentado, en caso de que ocurra. 

A la incompatibilidad terapéutica se le ha definido como una interaccién 

farmacolégica indeseable entre dos 0 mas componentes que conduce a: 1) la 

potenciacién de los efectos terapéuticos de los componentes, 2) la destruccién de 

la eficacia de uno 0 mas componentes, 3) la ocurrencia de una manifestacién 

toxica en el paciente. 

2.5 ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES 

Las soluciones para que se consideren estables deben de conservar su 

claridad, color y olor original durante toda su vida de almacenamiento y durante su 

uso. 

Las soluciones deben conservar su claridad en un intervalo de 

temperaturas relativamente amplio, de 4 a 47°C. En el limite inferior un 

componente puede precipitar por su menor solubilidad a esa temperatura y en el 

limite superior puede perderse la homogeneidad por floculacién de particulas 

provenientes de {os recipientes de vidrio o de fos cierres de goma. En 

consecuencia, las soluciones deben someterse a condiciones térmicas ciclicas. 

EI programa de estabilidad para las soluciones también debe comprender 

un estudio de las modificaciones del pH, en especial cuando los componentes 

activos son sales solubles de dcidos o bases insolubles. Entre otras pruebas
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figuran observaciones de cambios en el olor, aspecto, color, sabor, efecto de la 

luz, fluidez, viscosidad, isotonicidad, desprendimiento de gas, estabilidad 

microbiana, densidad, tensién superficial y contenido de pirégenos en el caso de 

productos parenterales. 

Los farmacos que contienen un enlace éster o amida son propensas a la 

hidrélisis. Algunos ejemplos son cocaina, fisostigmina, procaina, tetracaina, 

tiamina y bencilpenicilina entre otros. 

Cuando ocurre hidrdlisis, la concentracién del componente activo disminuye 

y la concentracién de los productos de la descomposicién aumenta. El efecto de 

este cambio sobre la velocidad de la reaccién depende del orden de ésta. En las 

feacciones de orden cero la velocidad de descomposicién no depende de Ia 

concentracion del componente. Aunque las soluciones diluidas se descomponen 

con la misma velocidad absoluta que las mas concentradas, cuanto mas diluida es 

la solucién mayor es la proporcién de componente activo que se destruye en un 

lapso dado 0 sea que el porcentaje de descomposicién es mayor en las 

soluciones diluidas. 

La magnitud de la hidrdlisis depende de la temperatura y pH de la solucién 

<<(L1) Kanm E, y cols : 199% pp 261-264>> 

En las reacciones de primer orden, que ocurren a menudo en la hidrélisis 

de los farmacos, la velocidad del cambio es directamente proporcional a la 

concentracién de la sustancia reactiva. 

2.6 TIPOS DE ESTABILIDAD .cnyuse, oss.99 uss. 

La USP reconoce cinco tipos generales de estabilidad tal como se indica en la 

siguiente tabla: 

et



  

  

     Cada integrante activo retiene su integridad quimica y 

potencia etiquetada, dentro de los limites 

especificados. 
  

Fisica Las propiedades fisicas originales incluyendo 

apariencia, uniformidad disolucién y suspensibilidad 

son retenidas. 
  Microbiolégica La esterilidad o resistencia al crecimiento microbiano 

es retenida de acuerdo a los requerimientos 

especificados. 

Los agentes antimicrobianos que estan presentes 

retienen su efectividad dentro de los limites 

  

      especificados. 

Terapéutica El efecto terapéutico permanece sin cambio. 

Toxicolégica No existe incremento significativo en la toxicidad. 
        
  

2.7 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD 

Los estudios de estabilidad estan disefiados en diversas formas, pero 

basicamente todos estos estudios se pueden agrupar en tres metodologias 

generales: 

1} Métodos cinéticos isotérmicos; en el que se encuentran los estudios de 

estabilidad acelerada. 

2) Métodos no isotérmicos; entre los cuales se encuentran fos estudios de ciclado, 

entre otros.
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3) Métodos de vida de estante; siendo aquellos estudios de estabilidad a largo 

plazo <<(13) Lapez, Ma 1995, pp 2002>>, <<Rhodes, C+ 1992, pp 2101-2103>>, 

2.7.1, ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADA. 

Para registro de un medicamento o modificaciones a las condiciones de registro. 
Se someten a condiciones de almacenamiento tres lotes piloto 0 de produccién 
con la formulacién y ef material de envase sometido a registro, de acuerdo al 
siguiente cuadro: 

TABLA 2. MEDICAMENTOS CON FARMACOS NUEVOS: 

Tiempo: 180 dias 

  

40°C + 2°C con 75 por ciento de humedad 

relativa + 5 por ciento para formas 30,60,90 y 180 dias 

farmacéuticas sélidas 

  40°C + 2°C a humedad ambiente para 

formas farmacéuticas liquidas y 30,60,90 y 180 dias 

semisdlidas 

  30°C + 2°C a humedad ambiente para 

todas las formas farmacéuticas. Inicial, 90 y 180 dias       
 



Estabilidad del Metronidazol Marco Teorico 

      
TABLA 3. MEDICAMENTOS CON FARMACOS CONOCIDOS: 

Tiempo: 90 dias 

     
40°C+2°C con 75 por ciento de 

  

  

humedad relativa + 5 por ciento para 30,60 y 90 dias 

formas farmacéuticas sdlidas 

40°C+2°C a humedad ambiente para 30,60 y 90 dias 

formas farmacéuticas liquidas y 

semisolidas 

30°C+2°C a humedad ambiente para Inicial y 90 dias     todas fas formas farmacéuticas.   
  

El material del envase primario de un medicamento con un farmaco 

fotosensible debe proporcionar proteccién a la luz y para demostrar que el 

producto es estable se debe evaluar un lote conservado bajo condiciones de uz 

natural o de luz artificial que asemejen las condiciones naturales, durante un 

periodo de tres meses con anilisis inicial y final. 

Cuando un medicamento en particular no cumpla con los requisitos de 

tiempo, humedad o temperatura descritas en las tablas 2 y 3, se deben realizar 

estudios de estabilidad a largo plazo bajo las condiciones particulares y el tiempo 

en que se propone conservar y/o usar el producto. 

2.7.2. LOS ESTUDIOS DE ESTABILIDAD A LARGO PLAZO. 

Se deben llevar a cabo en tres lotes piloto o de produccién a 30°C + 2°C 0 a las 

condiciones particulares, por un periodo minimo igual al periodo de caducidad 

tentativo para confirmarlo, Analizar cada tres meses durante el primer afio y 

después anualmente. 

14



Estabilidad del Metronidazol Marco Teortco 

    
2.7.3.ESTUDIOS DE ESTABILIDAD EN ANAQUEL., 

El numero de lotes que se deben analizar anuatmente es el siguiente: 

TABLA 4. ANALISIS DE LOTES. 
Ta a    

1a20 

mas de 20 2 
  

      
  

Cuando un lote de medicamentos sea reprocesado, se debe tener toda la 

informacién del reproceso firmada por el quimico responsable. Cuando el 

reproceso implique cambios significativos respecto al proceso original, se debe de 

confirmar ja estabilidad del lote con un analisis adicional a un tiempo y 

temperatura maximos que demuestren que ef reproceso no modifica las 

especificaciones del producto. 

Cuando se cambie el método analitico durante el estudio de estabilidad, se 

debe demostrar que los dos métodos son equivalentes mediante el proceso de 

validaci6n. 

Para justificar cualquier cambio en el tipo de material de envase primario se 

debe llevar a cabo un estudio de estabilidad. En cualquier modificacion 

significativa a la formula o al proceso de fabricacién originales del medicamento 

registrado, el fabricante debe justificar [os cambios , con un estudio de estabilidad 

como se indica en el tabla 2 0 3, de al menos dos lotes y con ef cual se demuestre 

que el medicamento es tan estable como el original, asigndndole la misma 

caducidad que e| medicamento tenia antes de ta modificacién. 

Los resultados de los estudios de estabilidad solo seran admitidos en papel 

rnembretado del fabricante reconocido por la autoridad sanitaria y firmados por el 

quimico responsable del laboratorio. Todos los analisis que se lleven a cabo 
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durante el estudio de estabilidad de cualquier medicamento deben hacerse por 
duplicado y reportarse con métodos indicativos de estabilidad <<(10) NOM-073-SSAL-1993>> 

3. CONCEPTOS DE CINETICA 

3.1. CINETICA 

La palabra cinética se utilizo originalmente para representar “lo relativo al 
movimiento", En las reacciones quimicas no existe movimiento aparente, pero se 
producen cambios en las concentraciones. La frase “cinética quimica’, se emplea 
para describir el estudio cuantitativo del cambio en la concentraci6n, presién o de 
alguna propiedad que se relacione con la composicion del sistema provocada por 
una reaccién quimica, en funcién del fieEMPO cca Latham, 1980, pis A partir de fo 
mencionado, se dice que existe cierta similitud entre cinética, movimiento y 
velocidad, esta ultima implicita del tiempo. 

3.2. VELOCIDAD DE REACCION 

La termodinémica puede predecir el hecho de que una reaccién pueda tener 
lugar o no bajo cierto conjunto de condiciones. Pero en caso de que segun la 
termodinamica ocurra una teaccion, ella no indica el tiempo que tardara en 
efectuarse, esto corresponde al estudio de cinética de reacci6n y especificamente 
al tema de velocidad de reaccion. 

Por consiguiente fa velocidad de reaccién se refiere a la velocidad con que 
un sistema reaccionante se acerca a un estado de equilibrio, en el que existe la 
masa de producto formado en un tiempo dado bajo condiciones establecidas. Sin 
embargo, lo anterior no contempla que: 

a) La concentraci6n de reactivos se modifica conforme procede la reaccién, 
de ahi que no pueden mantenerse condiciones constantes.
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b) La cantidad de producto formado depende de fa cantidad iniciat de 

reactivos, asi como de sus caracteristicas y reactividades quimicas. 

De tal manera que la velocidad de reaccién se puede definir como “la 

disminucién de la concentracién de uno de los reactivos por unidad de tiempo <<(14) 

Latham: 1980, pp 2 >>. 

Las concentraciones dentro de la cinética quimica se expresan cominmente 

en moles por litro (moles/L) y el tiempo se expresa en segundos (s) <e{15) Guerasimov: 1977, 

pp Le>> 

Tal definici6n se puede representar matematicamente por la siguiente 

ecuaci6n: 

dA 
Ve-T (Eq. 1) 

¢ 

en el que V = velocidad, dA es el cambio que ocurre en la propiedad de un 

componente A, en este caso fa concentracién del reactivo A, en un intervalo de 

tiempo di, el signo negativo se refiere a que la concentracién del reactivo 

disminuye al aumentar el tiempo <2, sian: 1980, pp 39> 

Para determinar la velocidad de una reaccién quimica es suficiente conocer 

la cantidad de una de las sustancias participantes en la reaccién (inicial o final) en 

funcién del tiempo <.c15 uerasimov: 1977, pp 16>. EXisten muchos métodos para seguir una 

teaccién con ef tiempo, algunos son: cambios en !a presién, cambios en el pH, 

cambios en el indice de refraccién, cambios en la conductividad térmica, cambios 

en el volumen, cambios en la resistencia eléctrica <2.15) ucrasimov- 1977, pp 16>. 

Las reacciones quimicas raras veces transcurren en una sola etapa tal como 

se suele designar. En una expresi6n comtn de una sola etapa, las reacciones 

quimicas presentan solamente fos estados inicial y final. Esta designacién se 

puede considerar como la expresién de balance de materia (ley de conservacién 

de la materia). En realidad la reaccién se desarrolla a través de una serie de 
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etapas intermedias. En la mayoria de los casos no se conoce el mecanismo 

detallado del desarrollo de la reaccién, debido a las grandes dificultades que 

surgen al tratar de revelar los productos intermediarios que se forman en el curso 

de la misma <<( 14) Latham: 1980, pp 3-4>>. 

3.3. CONSTANTE DE VELOCIDAD 

La constante de velocidad es una medida de la velocidad de una reaccion 

quimica dada en condiciones especificas. Se puede definir a la constante de 

velocidad como la rapidez del cambio de la concentracién de reactivo a producto 

con el tiempo para una reaccién en la cua! todos los reactivos se hallan a una 

concentraci6n unitaria <4 Latham: 1980, pp o>. La definicion es de utilidad en cuanto a 

que proporciona cierto significado fisico a la constante de velocidad. 

La definicidn anterior no puede utilizarse siempre en forma cuantitativa 

debido a que: 

a) en general, las reacciones quimicas, no suelen efectuarse con todos los 

teactivos a una concentracién de un mol por litro, de hecho muchos reactivos no 

alcanzan semejante solubilidad; 

b) atin si el sistema estuviera inicialmente a una concentraci6n unitaria, tan 

pronto se produjera la reaccién, la concentracién se ailteraria y se modificaria la 

velocidad de reacci6n; 

c) la presién, la fuerza iénica, etc., que en dicha reaccién se suponen 

constantes afectan ligeramente a la constante de velocidad 24.4 rata 1980, 9p 4>> 
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Cabe mencionar que a temperatura constante, la velocidad de reaccidn 

quimica es directamente proporcional a las concentraciones de los reactivos, tal 

como fo expresa la siguiente reacci6n: 

ViAy + Vag tact Ag VU AL EV DAY Ee VA's 

expresando, Velocidad de reaccién: como una constante (factor de 

proporcionalidad), multiplicada por una funcién de las concentraciones de 

reactivos elevados a una potencia. 

o bien, 

dla | 
tendon | Eq. 2 
dt AL AQ” An (Ea. 2) 

donde: 

C,, = Corresponde a las concentraciones de los reactivos. 

k = Es {a constante de la velocidad de fa reacci6n. 

n, = Corresponde al orden de reaccién por la sustancia dada. 

Esta funcién solo involucra a las concentraciones de las sustancias 

reaccionantes, cada una elevada a una determinada potencia, que equivale a la 

unidad cuando todos los reactivos poseen una concentracién unitaria, ya que 1° = 

19
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{. Por tanto, en estas condiciones, dal. «; que equivale a la constante de 

velocidad, en concordancia con fa primera definiciOn <14 ranam 1980, pp5>>. 

Para cualquier reaccién en particular, ef valor de k es constante a una 

temperatura y presién dadas, y resulta una medida cuantitativa conveniente de 

reactividad quimica. Sin embargo, debe insistirse, que k aumenta rapidamente con 

la temperatura, y en consecuencia, las ecuaciones como la (Eq.2) solo son validas 

cuando la temperatura se mantiene constante. 

3.4 LEY DE VELOCIDAD 

En las reacciones sencillas, la ley de velocidad adopta una de las formas que se 

rnuestran en la tabla 5. En las reacciones complejas, fa ley de velocidad suele 

adoptar una forma mas compleja, pudiendo aparecer exponentes fraccionarios. 

TABLA 5. LEY DE VELOCIDAD 

  

  

El hecho de establecer la ley de velocidad cumple tres propésitos: 

1. Permite [a prediccién de la velocidad dada la composicion de la mezcla y 

el valor experimental del coeficiente de velocidad. 
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2. La explicaci6n de la ley de velocidad involucra el establecer un 

mecanismo para la reaccién, y un mecanismo aceptable debe estar de acuerdo 

con la ley de velocidad observada. 

3. Permite clasificar tas reacciones en varios “ordenes”. El orden de una 

teaccion es la potencia a la cual se eleva la concentracién de un componente, en 

la ley de velocidad, y el orden global es la suma de las potencias de jas 

concentraciones. 

En muchos casos se observa que ta ley de velocidad refleja la 

estequiometria de la reaccién, pero es importante notar que este no es siempre el 

caso: la tey de velocidad es algo a lo que se llega experimentalmente, y no se 

puede inferir simplemente viendo la ecuaciOn de reaccion <4 ratnam. 1980, pp >> 

3.5. LEYES QUE RIGEN LA VELOCIDAD DE UNA REAGCION QUIMICA 

e 

Como se observa en Ia tabla 5, la ley de velocidad para primer orden de 

reaccién se presenta en forma de ecuacion diferencial, ya que incluye el término 

dA/dt para representar a la velocidad de la reaccién (donde A representa la 

concentracién del reactivo A que falta por CONSUMIL) <<¢14) Latam 1980, pp 10>> 

4, ORDEN DE REACCION, TIEMPO DE VIDA MEDIA Y Tyo. 

4.1 REACCIONES DE 1° ORDEN 

Estas reacciones son muy comunes y frecuentemente se encuentra en 

solucién donde el disolvente es uno de ios reactivos. Muchas reacciones en fase 

gaseosa, asi como procesos de descomposicién radiactiva obedecen también la 

ley de velocidad de primer orden. 
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Son las reacciones en las que ta velocidad depende Unicamente de ta 
primera potencia de la concentracién de un solo reactivo y la ley de velocidad se 

expresa como: 

Ve—=-kA (Eq. 3) 

La ecuacién de primer orden es la siguiente: 

InA=InA, —kt (Eq. 4) 

que también puede expresarse como: 

(Eq. 5) 

  

C=Ce (Eq. 6) 

Entonces, para una descomposicién de primer orden, la concentracién de A 

disminuye exponencialmente con el tiempo. 

Las dimensiones de k son el reciproco del tiempo, es decir s"'. 
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4.2 TIEMPO DE VIDA MEDIA <<(9) Carstensen 1990, pp 17-19>>, 

Et tiempo de vida media (t,.) se puede definir como el tiempo necesario para 

que una concentracion dada disminuya a la mitad de su vator. 

A, =o Eq. 7 2 (Eq. 7) bia 

La expresién de tiempo de vida media en un proceso de primer orden se 

obtiene de la ecuaci6n 13: 

  

Ind=n A, ~ it 

De acuerdo a la ecuacién 7: a 

Ay ty = v2 2 

Ay int = In 4, — Ky, (Eq. 8) 

In2 hy =—-— Eq. 9 v2 k ( 4 ) 

0.6932 fa = (Eq. 10) 
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Como se observa, el tiempo de vida media, en el caso de las reacciones que 

siguen una cinética de 1* orden, t,,, es independiente de la concentracion del 

reactivo. 

4.3 TIEMPO (too) <<( 16) Connors: 1986, pp 12 >>, 

La vida de anaquel ty, para un farmaco es generalmente tomada para que sea el 

fiempo en que la concentracién de farmaco alcanza 0.90 de la concentracion 

inicial esto es, 10 % de degradacién. 

La ecuaci6n para determinar t,,, para una reaccién de primer orden es: 

=a (Eq. 11) 

5. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VELOCIDAD DE REACCION 

Calculo de energia de activacién. 

Las velocidades de reaccién se espera que sean proporcionales ai ntimero 

de colisiones por unidad de tiempo. Aunque el ntimero de colisiones se 

incrementa conforme se incrementa la temperatura. En general, al aumentar ja 

temperatura se incrementa a su vez la constante de velocidad de la reaccién, tal 

observacion fue estudiada por Arrhenius, al postular que las moléculas quimicas 
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normales no participan en tas reacciones quimicas solo fo hacen aquellas que han 

adquirido un valor energético superior a determinado valor critico (energia de 

activacién). La ecuacién empirica que representa esta relacién es: 

K= Au 2) (Eq. 12) 

donde: - 

K = Constante de velocidad de reaccién de cualquier orden. 

A= Constante preexponencial 

T = Temperatura absoluta °K (Temperatura en °C + 273.15°C) 

Ea = Energia de activacién de la reaccién quimica. 

La ecuacién anterior (ecuacién de Arrhenius) puede ser descrita en varias formas 

equivalentes tales como: 

  

  

log K= log A a (Eq. 12 a) 

oe 

tg ae (Eq. 12.0) 

nf. =2(4_1) (Eq. 12d) 
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end ~ feat InK=Ind aT (Eq. 12 e) 

donde K, y K, son las constantes de velocidad de reaccién a temperaturas T, y T, 

respectivamente. 

El factor preexponencial “A” representa la frecuencia de las colisiones entre 

las moléculas quimicas. Entre mayor sea el numero de colisiones la reaccién es 

mas espontanea, de igual manera las reacciones mas rapidas son aquellas en las 

que E, es menor cle 10000 cal/mol. 

La reaccién tiene lugar Unicamente cuando los reactivos poseen una 

cantidad adicional de energia por encima de la que poseen jas moléculas 

promedio del reactivo en el sistema. Esta cantidad adicional de energia se conoce 

como energia de activacion 

  
  

      12 kcal/mol 

Producioz 
A+B--+@+D c+D 

be 

' Alcance de la reaccién 
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Esta “barrera” es la que previene que los reactivos se conviertan 

inmediatamente en productos; la energia de activacién es la medida de esta 

barrera. 

La ecuacién (12 a) se utiliza para realizar un grafico de log K contra 1/T 

obteniéndose una linea con una pendiente de -Ea/2.303R. Este tipo de grafico es 

llamado grafico de Arrhenius. Desde este grafico la energia de activacién puede 

ser determinada. \ 

Sabemos que el intervalo usual de las energias de activacién es de 12 a 24 

Kcal/mol, con valores tipicos de 19 a 20 Keal/mol. 

Observe que la Ea es positiva, frecuentemente se cometen errores 

aritméticos por no tomar en cuenta esta observacién <<{16) Connors, 1990, pp 18-20>> 

6. CATALISIS. - 

La catalisis es ef proceso de alteracién de la velocidad de una reaccién 
*<<Crockford HD, 1997, pp 376-377>> | 

Un catalizador es una sustancia que incrementa ta constante de velocidad 

de una reaccién pero no se consume durante la reaccién quimica, se regenera 

continuamente y no afecta a la constante de equilibrio <<(¥4) Latham 1980, pp 100-101>>, 

La funcién general de un catalizador consiste simplemente en suministrar 

un mecanismo adicional por medio del cual los reactivos puedan transformarse en 

productos. Este mecanismo alterno tiene una energla de activacién menor que ia 

energia de activacién del mecanismo en ausencia del catalizador, de manera que 

la reaccién catalizada es mas rapida can csttan, 1990, pp sT7-278>>. 

Una catalisis puede ejercer una interaccién covalente o no covalente, 

distinguiéndose varios tipos de catalisis <<(16) Connors. 1978, pp 41-43>> 

CATALISIS ACIDO ESPECIFICA. 

Se cataliza por el protén solvatado, esto es, por el ion hidronio en solucién 

acuosa. 
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CATALISIS BASICO ESPECIFICA. 

Se cataliza por el ion hidréxido en soiucion acuosa. 

CATALISIS ACIDO-BASICA GENERAL. 

Se cataliza por el protén acido, aparte de el ion lianio. La catdlisis Acido general es 

por lo tanto un acido Bronsted. 

CATALISIS BASICO GENERAL. 

Se cataliza por una base Brénsted, aparte de el liato, actuando como un protén 

aceptor, esto es, compartiendo un par electron con un proton. 

CATALISIS NUCLEOFILICA. 

Es catalizado por una base (nucleofilo) acta compartiendo un par electron con un 

atomo (usualmente carbono) aparte del proton. 

PATALISIS ELECTROFILICA. 

Es catalizado por un dcido de Lewis (por ejemplo, un metal iénico) actuando como 

un par electronico aceptor. 16 comers 1978, pp 43>>. 

7. EFECTO DEL pH 

Las velocidades de reaccién en solucién acuosa son frecuentemente 

dependientes de! pH, usualmente como consecuencia de un proceso catalitico. 

El estudio de la dependencia de pH sobre la velocidad de reaccién puede 

darnos idea acerca del mecanismo de la catdlisis, y esto también produce 

informacion muy practica acerca de la estabilidad del farmaco. 
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Los datos que se requieren para tal estudio son las constantes de velocidad 

en funcién de pH manteniendo factores constantes tales como temperatura, 

fuerza idnica, 

Si el pH es controlado con soluciones amortiguadoras, quiza sea necesario 

tomar en cuenta un posible efecto catalitico por los componentes de la solucién 

amortiguadora). 

Los datos pueden ser presentados en graficos de K vs pH o de log K vs pH; 

ambas formas de datos desplegados son Ilamados perfiles de velocidad - pH. 

7.1. GRAFICOS EN FORMA DE-V. 

EI grafico en forma de V es un perfil de velocidad - pH, el procedimiento 

general para analizar este tipo de perfil es escribir la ecuacién de velocidad 

experimental y una ecuacién de velocidad hipotética (pasado sobre la experiencia 

y analogia), ajustar estas ecuaciones y obtener una expresién para la constante 

de velocidad experimental en términos de parametros asumidos del modelo 

cinético. Esta ecuacién es probada con datos, de este modo las magnitudes de 

los parametros son estimados. 

Si K es una constante de velocidad de pseudo-primer-orden estudiada en 

funcién de pH. Para sistemas compuestos de reactivos no ionizables (“sustrato” 

S), que son sujetos a procesos no cataliticos, a catdlisis-4cido-especifica y 

reacciones de catalisis basico-especifica, una ecuacién general de velocidad 

hipotética es descrita, con la ecuacién 37. 

Ve [sje ]'+« [s}+x fs] on] (Eq. 13) 
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La ecuacién de velocidad experimental es: 

Vv = K{s] (Eq. 14) 

De este modo 

Vy ym 
kek |i | 4K +K [ou | {Eq. 15) 

1 2 3 

6 

1 m 

rex |] +K 4K x” |x| (Eq. 16) 
1 2 3w 

Donde x, =[# Jour]: K, es el producto idnico del agua igual a 1.0 x 10° a 

25°C. En la ecuacidn 16, n y m son los ordenes con respecto al i6n Hidrégeno y el 

ion Hidroxilo respectivamente; K,, K,, y K, son respectivamente las constantes de 

velocidad para la catdlisis acido-especifica, sin catdlisis, y fa catalisis basica- 

especifica. 

Considere una region de pH, donde fa concentracién de protones es grande. 

La ecuacién 16 puede ser escrita como: 

Ke xa} (Eq.17) 
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Sin embargo el término de catdlisis acida debe ser mucho mas grande que el otro 

término a pH bajo. 

Con logaritmos ta ecuacién 17 queda: 

log K = log K, - npH (Eq. 18) 

A partir de la ecuacién anterior, se traza un grafico de log K vs pH (a pH’s 

bajos), obteniéndose una funcién lineal con una pendiente negativa “-n" donde n 

determina el orden de reaccién con respecto al ién hidrégeno. Trazando un grafico 

similar a altos pH’s, se obtiene una funcion lineal con una pendiente positiva “+m”, 

donde m determina el orden con respecto a los OH. Usualmente n y m tienen 

valor unitario 

Una vez que m y n se determinan, K, se encuentra al aplicar la ecuacién 

41, similarmente K, es encontrado. Finalmente K, es encontrado desde los datos 

en el intervalo de pH intermedio usando la ecuacién 40 y asi conocer los valores 

de m,n, K;,, Ky y K3. 

Con Jos parametros estimados la ecuacién 42 es usada para caicular K en funcion 

de pH. El perfil asi generado es comparado con los datos experimentales. Si los 

perfiles calculados y experimentales estan de acuerdo con ef error experimental 

esto concluye que, la ecuacién de velocidad hipotética describe este sistema. 

En el grafico 2 se muestra un ejemplo, donde se observan las pendientes 

de la linea segmentada a pH’s -1.0 y +1.0, respectivamente, lo cual indica que la 

ecuacién de velocidad contiene términos de primer orden con respecto a la 

concentracién de protanes y a la concentraci6n de tones hidronio, la linea 

continua fue trazada con relaci6n a la siguiente ecuacion. 
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(Para ia evaluacién de ta contribuci6n de K, se necesitan datos en el 

intervalo de pH de 3a 5). Observe la caracteristica forma en V en este tipo de 

perfil pH-velocidad. Una ventaja importante del grafico de tog K vs pH es la 

apariencia de las porciones de ta linea recta a bajos y altos pH’s cuando la 

reaccion es catalizada acido-basica. 

lo
g 

(K
is

) 

& 

  

  

pH 

  

— 
al 

Fig. 2. PERFIL DE pH-VELOCIDAD PARA LA DEHIDRATACION 

DE ESTREPTOMICINA A EN 70° C, <€(16) Connors, 1990, 9p 43-47>>. 

EI pH minimo para graficos en forma de V se encuentra diferenciando la ecuacion 

Ke xx] +K + x [ow | (Eq. 20) 
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ok ~ Fog 3 (Eq. 21) 

Por lo tanto esta ecuacién puede ser usada para calcular el pH de maxima 

estabilidad. Es necesario usar el valor de pk, apropiado de acuerdo a la 

temperatura de los datos cinéticos. Para muchas reacciones K, es mas grande 
que K,, asi el minimo en et perfil de pl-velocidad ocurre sobre el lado acido. El 

segmento lineal con pendientes unitarias son vistas en la porcién extrema de 

varios farmacos en graficos de log K vs pH, indicando ta catatisis acido-basica a 

bajos y altos pH’s respectivamente <<<(16) Connors, 1990, pp 43-47>>. 

8. EFECTO DE LA FUERZA IONICA <<(9) Carstensen: 1990, pp 112-116>>. 

Efecto de la sal en ta cinética. 

Los estudios cinéticos en solucién, deben ser evados a cabo como minimo 

a dos concentraciones de solucién amortiguadora, de modo que el perfil de pH 

pueda ser construido sin confundir esto con el efecto catalitico de los 

componentes de la solucién amortiguadora. Sin embargo, la sola presencia de la 

sustancia ionizada quiza afecte la cinética de descomposicion. Para investigar 

esto, la fuerza idnica es variada llevando a cabo {a descomposicién de la solucién 

en diferentes concentraciones del electrélito inerte. 

La fuerza idnica es una medida del medio ambiente electrostatico de un 

soluto; se define como la mitad de la suma de la concentracion de cada uno de los 

iones multiplicada por el cuadrado de su carga eléctrica <<(18) Day Ry cols 1989, pp 160>> 

La fuerza iénica se representa por la siguiente ecuacion: 
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ue o3fzm “| (Eq. 22) 
1 

donde m, es la molalidad de esta especie y 2, es la carga. 

1M de CaCl, puede ser 1M en idn Ca y 2M en ién Ct asi que la fuerza iénica debe 

ser (12?) + (2*17)/2 = 3. Para un electrélito 1:1 ta fuerza idnica es igual a la 

molaridad. 

9. GENERALIDADES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS 

9.1 DEFINICION DE ESPECTROFOTOMETRIA 

Se refiere a la definicién de {a intensidad de luz transmitida por una solucién 

a diferentes longitudes de onda 2414 catnan, 1960, pp30>> 

9.2. LEY DE LAMBERT BEER 2115) conor; 19921952083 

El anélisis espectroscépico cuantitativo se basa en la relacién entre la 

cantidad de luz absorbida y la cantidad de tuz absorbente. Dividamos un medio 

absorbente homogéneo, como una solucién quimica en una serie de capas 

imaginarias del mismo espesor. Si dirigimos un haz de radiacion monocromatica, 

(radiacién de una sola longitud de onda) a través de la solucién, encontraremos 

que cada una de las capas absorbe una fraccién igual de radiacién o que cada 

capa disminuye el poder de radiacién del haz en una fraccién idéntica. 

Supongamos que la primera capa absorbe ta mitad de la radiacién que incide 
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sobre ella. Entonces la segunda capa absorbera la mitad de la radiacién que 

incide sobre ella y la energia radiante que emerja de esta segunda capa sera un 

cuarto de la energia original; de la tercera capa saldré un octavo y asi 

sucesivamente. Se observa que si se hace pasar luz monocromatica a través de 

una capa de solucién db el descenso en intensidad de la luz, dl, como 

consecuencia de su paso a través de la solucion, es directamente proporcional a 

la intensidad I de la radiacién, a la concentracién C de las especies absorbentes y 

al espesor db de fa capa de solucién: 

La ley de Beer establece que la absorbancia de una solucién es 

directamente proporcional a la concentracién C del soluto absorbente. 

A=abe (Eq. 23) 

La ecuaci6n anterior es ta expresién matematica de la ley de Beer. Las 

cantidades espectroscépicas que se miden son [a transmitancia “T” (T= I/l,) y ja 

absorbancia. “A” (A= log 1/T). 

La absortividad cuyo simbolo es “a”, es una constante de proporcionalidad 

que es independiente de la concentracién, paso de la luz e intensidad de fa 

radiacién incidente. La absortividad depende de fa temperatura, de! disolvente, de 

la estructura molecular y fa longitud de onda de la radiacion. Las unidades de “a” 

se determinan a partir de las de “b y c”. Cuando b esta en cm y c en gramosilitro la 

absortividad se expresa en litros/gramo-cm. 

Si ¢ es una concentraci6n molar la absortividad recibe el nombre de 

absortividad molar se representa por ¢ y sus unidades son litros/mol-cm. Cuando c 

se expresa en porcentaje peso/volumen (g/100mi), la absortividad se escribe 4/%. 

Los intervalos que tienen interés en espectroscopia se definen de acuerdo 

a la siguiente tabla: 
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Ultravioleta lejano eee 
Ultravioleta 200 - 400 nm 

Visible 400- 750 nm 

infrarrojo cercano 0.75 -4 um 

(nfrarrojo 4-25 um           
    

10. ANALISIS CUANTITATIVO. 

10.1. CUANTIFICACION POR MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (MCP) <2. 

Lopez y cols . 1996 pp 34-44>>, 

La calibracién muitivariante (un método de analisis de multicomponentes) 
es una herramienta de reconocida selectividad y confiabilidad en el anélisis 
cuantitativo, aplicable en {a determinacién de macro y microcomponentes, con 
diversas caracteristicas y distintos métodos de anélisis (Resonancia Magnética 
Nuclear, Espectroscopia de Masas, Espectrofotometria Actistica, Electroforesis, 
vromatografia, Espectroscopia UV-Visible, etc.). 

Entre las principales ventajas que ofrece esta herramienta matematica 
estan el incremento en la capacidad analitica y confiabilidad de los instrumentos 
tradicionales. De hecho, la calibracién multivariada implica modelos a diferentes 

niveles. El mas importante es el modelo que explica la relacién entre las 
numerosas variables en x y y. Por otro lado, algtin modelo matematico abstracto 

(modelo x-y) que representa el fendmeno existente entre las variables con 

coeficientes desconocidos. Durante la calibracién se estiman tales coeficientes a 
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partir de los resultados obtenidos, con el propdésito de establecer el modelo de 

calibracién que contiene la funcién predictiva deseada Y = f (X). 

Dentro del analisis cuantitativo existen ciertas variables en el manejo de las 

mezclas que provocan serios errores en las mediciones. Por ejemplo, variaciones 

en el tamajio de particula de muestras de polvo estudiadas por reflectancia difusa; 

variaciones de temperatura o presién en cromatografia; variaciones de 

temperatura en diversos instrumentos como los espectrofotometros; 

monocromadores mal ajustados, etc. Con calibracién multivariada es posible 

eliminar faciimente cada uno de estos problemas. Finalmente, debe considerarse 

la presencia de ciertas fuentes de error que no pueden ser previstas en el 

momento de efectuar la calibracién original, sin importar que tan cuidadoso sea el 

analista. Con la calibracién multivariada, muchas de las anomalias en la 

preparacion de tas muestras o problemas instrumentales son identificados para 

poder efiminarlos posteriormente. 

Para poder predecir fa informacién Y a partir de las mediciones X, debe 

identificarse la forma de prediccién Y = f (X) a través de alguno de los distintos 

métodos existentes de calibracién multivariada. El estudio de problemas 

complejos con ruido en el sistema requiere una estimacion estadistica de los 

parametros, basdndose en mediciones reales a partir de soluciones patron 

representativas para fa calibracién, a fin de optimizar la calidad de trabajo 

analitico. 

Como comtnmente ocurre en el andlisis cuantitativo, tras establecer una 

serie de condiciones para el andlisis se preparan disoluciones patron cuya 

composicién en general es similar a las muestras reales y abarcan cierto intervalo 

de concentraciones para la especie o especies a determinar. Las medidas de 

absorbancia o unidades proporcionales de concentracién se realizan con los 

instrumentos adecuados y se obtienen los espectros correspondientes. 

También debe considerarse que ef modelo sera afectado por varias fuentes 

de ruido incontrolables que siempre interfieren en las mediciones. Sin embargo si 
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se miden diversas variables el efecto de errores aleatorios aparentes se reducen 

enormemente por la modelacion de estructuras sistematicas. 

Los métodos PLS (Minimos Cuadrados Parciales, <<Partial Least 

Squares>>) y PCR (Regresién def componente Principal, <<Principal Component 

Regresion>> son populares en el anélisis cuantitativo, ya que han sido utilizados 

con diversos tipos de analisis come los espectroscépicos y cromatograficos. 

Tales técnicas son generalmente superiores a otras de uso comtn e igualmente 

aplicables a sistemas con bandas bien definidas, o bien, con interferencias 

severas y bandas svulapadas. Las operaciones matematicas resultan complejas y 

se han discutido en numerosos articulos <1), Hastand, 1988. pp 1993-1202>> 

10.2 CALIBRACION 

Calibrar consiste en usar datos empiricos y conocimientos previos para 

establecer como predecir informacién cuantitativa desconocida Y a partir de 

mediciones disponibles X, a través de alguna funcién matematica de 

transformacién. La calibracién multivariada significa entonces medir muchas 

variable X, , Xp Xs +: X, Simultaneamente para cuantificar alguna variable y. Por 

ejemplo, jas variables x pueden ser mediciones cromatograficas 0 

espectroscépicas y la variable objeto la concentracién del analito. 

Otra forma de definirla es mediante la expresion Y = f (X) donde los datos 

de X son registrados en un instrumento y transformados en Y por un programa 

determinado; la funcién tiene una forma mateméatica particular basada en un 

modelo que establece la relacién entre Y y X. Donde tenemos que “aprender 

como predecir Y de X” antes de poder predecir una muestra y los valores de estos 

parametros deben establecerse o estimarse Primero <2) rapezy cols: 1995, pp3440>> 
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410.3 PREDICCION 

El modelo de calibracién se usa en la prediccién teniendo en cuenta que los 

objetos a estimar obedecen a ia misma estructura del modelo utilizado en la 

calibracién . Asi ia prediccién es un paso de prueba. 

Al efectuar fa calibraci6n, el usuario especifica el namero de componentes y 

sus respectivas concentraciones en cada uno de los espectros, selecciona la 

regién del espectro que proporcione mas datos sobre el comportamiento del 

sistema y a partir de esta informacién, plantea la matriz de calibracién que servira 

para “predecir’ 1a concentracién de los componentes en cada muestra real que 

analice bajo ta misma metodologia. 

10.4 FUNDAMENTO DE LOS METODOS DE ANALISIS MULTIVARIADO ...,, 

Haaland M.: 1988, pp 1993-1202>>, 

En el analisis cuantitativo se busca alguna relacién lineal entre la medicién 

y fa concentracién de un componente en particular. En espectrofotometria, fa ley 

de Beer define la relacién entre la absorbancia y la concentracion; 

A= GK, (Eq. 24) 

donde A, es la absorbancia a cierta longitud de onda; C, y K, la concentracion y 

absortividad del componente, respectivamente. Esto implica que es posible 

conocer la concentracién de cualquier especie (si el estudio es libre de 

interferencias) tras medir simplemente la absorbancia en una muestra de 

concentracién conocida y deducir la absortividad, utilizando ésta en cualquier 

cAlculo posterior. Como se observa, ta ecuacién se resuelve estudiando una sola 

muestra; sin embargo, ante las limitaciones por ruido, error instrumental, error en 
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la manipulacién de las soluciones, por lo que se recomienda analizar cierto 

numero de muestras de distinta concentracion, con los resultados realizar un 

grafico y localizar ta linea recta que mejor comprenda los puntos mediante lo que 

se conoce matematicamente como ajuste por minimos cuadrados. 

Si la mezcla contiene dos componentes, es posible establecer dos 

ecuaciones: 

A= CK, +8, (Eq. 25) 

A, = OK, +E, (Eq. 26) 

donde A, y A, son las absorbancias a dos longitudes de onda diferentes, K, y K, 

los coeficientes de absortividad de los dos componentes a esas longitudes de 

onda, E, y E, los errores residuales obtenidos a partir de la linea ajustada por 

minimos cuadrados y las absorbancias reales (los errores seran siempre cero 

cuando se ajusten solo dos puntos), Nuevamente es factible dar solucién a cada 

ecuacién de manera independiente mientras la absorbancia de un componente no 

interfiera con la absorbancia del otro (bandas bien tesueltas). Partiendo de que la 

ley de Beer es aditiva, también es permisible resolver las ecuaciones 

simuitaneamente y asi manejar e! caso donde existe interferencia entre las dos 

absorbancias dentro de un espectro (bandas solapadas): 

A= CK, +O6X,,+8, (Eq. 27) 

4,=6,K,+ CK, +E, (Eq. 28) 
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Un camino particularmente eficiente para resolver ecuaciones simultaneas 
es utilizar métodos matriciales, pues si bien implican numerosos calculos, estos 

pueden efectuarse por computadora. En términos matriciales, las ecuaciones 
anteriores se expresan asi: 

= + Eg. 29 ‘aa Sra) eng) a) (Eg. 29) 

Donde n es el numero de disoluciones patron, p el nimero de valores de 
longitudes de onda y m el numero de componentes, Por ejemplo para dos 

muestras, dos componentes y dos longitudes de onda, las ecuaciones son: 

Para la muestra # 1: 

Ay = GK, +O,Ky +, (Eq. 30) 

Ay = Ky + Cy Ky + Ey (Eq. 31) 

Para la muestra # 2: 

Ay = Cy Ki + Ky, + Ey, (Eq. 32) 

Ay = Oy Ky+ CO) Ky t+ Ey (Eq. 33) 
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O en notacién matricial: 

A=CK+E (Eq. 34) 

Utilizando aigebra matricial es facil encontrar ta soluci6n de estas 

expresiones por computadora y plantear la matriz de catibracién (o matriz de 

coeficientes de absortividad), que proporcionan la tinea o lineas que se ajustan 

mejor a los datos por minimos cuadrados. Una vez resuelta ta matriz, K puede 

utilizarse para predecir concentraciones de muestras desconocidas. 

10.5 ALGORITMO DEL MODELO DE MINIMOS CUADRADOS PARCIALES. <<) 

{ioaland M, 1988. pp 1993-1202>> 

Calibracién 

Paso 1. Pretratamiento de los datos. 

Centrar A: La media del espectro de calibracién es sustraida a cada valor del 

espectro. 

Centrar c: La media de calibracién de las concentraciones es sustraida de cada 

concentracion. 

Donde: 

“A’ es la matriz m x n del espectro de calibracién. 

“c" es la matriz m xi de las absorbancias del componente. 

“m" son las calibraciones estandar. 

“a” son fas absorbancias. 

‘I’ los componentes quimicos. 

Con letras mayusculas se designa a fas matrices , con una comilla a una matriz o 

vector transpuesto y los vectores se representan con letras minusculas. 
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Paso 2. Formacién del vector peso (loading) W,: 

A=cW, +E, (Eq. 35) 

W, =A’c/c’c (Eq. 36) 

Este paso del aigoritmo de MCP es actualmente una calibracién de MCC en 

la cual fos andlisis se ejecutan asumiendo que ia concentracién de uno de los 

componentes se conoce de las muestras de calibracién. Una vez obtenidos los 

valores de W,, obtenidos entre W,. Este paso pertenece al modelo de PCA en 

donde Ia informacion de la concentracién es directamente introducida en el calculo 

de los vectores de carga. 

Paso 3. Formacion del vector marcador o variable iatente (score) t, : 

A= t, Wy’ + Ex (Eq. 37) 

tf, = AW, (Eq. 38) 

Este paso del algoritmo de MCP es similar al paso de prediccion de! modelo 

de MCC, en el cual se supone que sélo esta presente el componente de interés 

en las muestras de calibracién; w, se usa como un componente en el paso de 

predicci6n del modelo de MCC para estimar la cantidad (0 concentracién) del 

componente espectral W,, en cada espectro de la calibracion. 
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EI vector t, representa la intensidad o cantidad del primer vector de peso en las 

muestras de calibracién para el sistema coordinado de MCP, con esté se puede 

determinar la cantidad presente del componente puro en A yc. 

Paso 4. Relacionando el vector marcador t, y las concentraciones : 

c=vt, +e, (Eq. 39) 

Vn = te / th’ th (Eq. 40) 

El vector marcador {, puede ser relacionado con las concentraciones 

usando una regresién de minimos cuadrados lineal. 

Paso 5. Formaci6n de b, vector cargador para A: 

A=t, by + Ex (Eq. 41) 

b, = A‘t, / ty’th (Eq. 42) 

En donde b, es el vector cargador de n x 1 en el MCP. A diferencia del primer 

vector cargador del PCA, el primer vector cargador de! MCP, b, , no explica la 

maxima variancia en el espectro de calibracién. 
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Paso 6. Calculo de residuales en A y c: 

Espectro residuales 

E, = A~ ty by’ (Eq. 43) 

Concentraciones residuales 

@, = 6-V, th (Eq. 44) 

EI producto del vector marcador (t,) y vector carga (b,) es una aproximacién del 

MCP para el espectro de calibracién. El producto v, x t, representa la 

concentracién estimada por el MCP basado en el espectro. 

Paso 7. Incrementar h, sustituyendo E, para A y e, para c en el paso 2 y continuar 

para obtener tantos factores como sea necesario para optimizar el modelo. 

Prediccién: 

Esta etapa se usa para encontrar la concentracién de muestras desconocidas 

mediante el uso de los datos obtenidos durante la calibracién. 

Paso 1. Centrar “a” usando los datos de la calibracién, es decir, sustraer la media 

de la calibracién a cada uno de los valores espectrales. 

Paso 2. Calculo de la variable latente 

t, = Wy’a (Eq. 45) 
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Paso 3. Calculo de la concentracién 

Cy = Cha + Vn ty (Eq. 46) 

Donde C,,, : Es el promedio de las concentraciones 

11. REACCION DE GCOPULACION <3) stomson: 1980. pp 784.1959> 

Las aminas aromaticas primarias reaccionan con el nitrito de sodio para dar 

sales de diazonio. 

El gran nurnero de reacciones que dan las sales de diazonio se pueden 

agrupar en dos clases: reemplazo en las que se pierde Nitrégeno en forma de N,, 

quedando en su lugar en el anillo otro atomo o grupo; y copulacién, en las que el 

Nitrégeno queda retenido. 

1.- Reemplazo del Nitrégeno. 

AWN +22 ArZ +N, 

Reemplazo por -Cl , -Br, -CN reaccién de Sandmeyer (CuCl, CuBr, CuCN). 

AN, +1 Arl +N, 

Reemplazo por -l. 

ArN,* BE, ArF +N, + BF, 2 4 
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Reemplazo por -F. 

ArN,’ + H,07 H* ArOH +N, 

.Reemplazo por -O0H. 

AN, +H,PO, —%25 ArH +H,PO,+N, 

Reemplazo por -H. 

2.- Copulacion 

AN xX + 6 Orne ven © G 

azocompuesto 

G debe ser un grupo muy liberador de electrones: OH, NR,, NHR, NH, 

En condiciones apropiadas pueden reaccionar las sales de diazonio con ciertos 

compuestos aromaticos para dar productos de forma general Ar ~N=N ~Ar’, 

llamado azocompuestos “™*™ 4 '%!- pp 15+116>> En esta reaccion, conocida como de 

copulacién se retiene el grupo diazonio en ef producto, en contraste con las 

reacciones de reemplazo en fas que ef nitrégeno se pierde. 

En general e! anillo aromatico (Ar’H) que sufre el ataque de! ion diazonio 

debe contener un grupo con tendencia a liberar electrones (G). Usualmente fa 

substitucién se efectia en posicién para con respecto ai grupo activante. 
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Tanto la activacién por medio de grupos liberadores de electrones, como 

fas pruebas aportadas por estudios cinéticos indican que la copulacién es una 

substituci6n electrofilica aromatica, en la que el ion diazonio es el reactivo 

atacante. 

Es de maxima importancia que se ajuste el medio al grado correcto de 

acidez 0 alcalinidad. El reactivo electrofilico es decir el ion diazonio (ArN,* ) el cual 

en presencia de ion hidréxido, se encuentra en equilibrio con un compuesto no 

ionizado, Ar -N=N -OH, y con sales (Ar -N=N --O'Na*) que derivan de él: 

— NaOH, NaOH 
Ar-NeN*OH -——-—-—— Ar -N=N~OH —-———— Ar -N=N--O'Na* 

je a 

Copula No copula No copula 

Por consiguiente, en lo que concierne al reactivo electrofilico, la coputacién 

se favorece con una concentracién baja de ion hidréxido o sea por una acidez 

elevada. 

Ei acido convierte a fa amina en su ién que, debido a su carga positiva es 

relativamente inerte ante la substitucién electrofilica aromatica: demasiado como 

para ser atacado por el idn diazonio débilmente electrofilico. Cuanto mas alta la 

acidez, tanto mayor resulta la proporcién de amina que existe como ién y por lo 

tanto la velocidad de reaccién es mas rapida. 

48



Estabilidad del Metronidazol Marco Teorico 

      
12. DETERMINACION DE NITRITO EN SOLUCION ACUOSA <«(18) Day RA y cols 1988, pp 

786-78 7>> <<(24) Theuer, M1984, pp 1254-1260>> 

El ion nitrito se puede determinar en solucién acuosa utilizando la reaccién de 

este ié6n con las aminas aromaticas en un medio acido como se observa en la 

siguiente reaccién: 

ANH, + NO; +2H* —*  AIN,+2H,0 

La sal de diazonio se acopla con N,N-Naftilamina 

wm LD _ 
NeNAr 
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OBSERVACIONES 

En la preparacién de tos sistemas, lo ideal es que todos ellos sean 

' colocados en sus respectivos equipos al mismo tiempo, realizando un ajuste en 

cada estufa a la temperatura de trabajo (55 °C, 75 °C, 95 + 2 °C), pero debido a 

las condiciones reales de trabajo no fue posible introducir todos los sistemas al 

mismo tiempo, por lo que se opto a realizar cada pH por separado, lo que provoca 

que todos los sistemas tengan diferentes tiempos de evaluacién como to muestran 

las tablas 25-A, 25-B — 30-A, 30-B. 

Respecto a la temperatura de referencia 25 °C, se almacenaron en un 

compartimento con una temperatura ambiente de 25 + 2 °C. 

Los sistemas a 25 + 2 °C, se muestrearon de igual forma que los sistemas 

de 55 + 2 °C, debido a que se trabajaron 10 muestras por triplicado y como los 

sistemas a 55 °C, son los que tardaban mas tiempo en degradarse, se quiso tener 

al menos dos temperaturas con los mismos tiempos de muestreo para observar el 

efecto de la temperatura. 

En la literatura, se reporta que a una concentracién de sales de 0.55 M, es 

donde hubo menor efecto de la fuerza iénica bajo sus condiciones de trabajo. 

A partir de ese valor fue entonces que realizamos el ensayo preliminar a un pH 

constante de 11, sometiéndolo a temperatura de ebullicidn a tres diferentes 

fuerzas idnicas, 0.1966 M, 0.37 M y 0.55 M; la primera concentracién es la que se 

liene en el sistema de boratos y la cantidad de metronidazol (20 mceg/mi), la 

segunda es la maxima concentracién de sales de uno de los pH’s de estudio, yla 

Ultima es la de referencia tomada de la literatura. 

La concentracién empleada en el estudio de estabilidad fue de 0.37 M, 

debido a que hubo menor efecto de la fuerza idnica en condiciones drasticas del 

estudio (pH 11 y temperatura de 95 °C), 
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CAPITULO I. PARTE EXPERIMENTAL 

1, MATERIAL Y APARATOS 

  

  

  

  

MATERIAL. REACTIVOS APARATOS 
+ 4 Matraces volumétricos de 2000 |* Metronidazol (materia}* Balanza analitica 

mi prima) Marca OHAUS 
5 Matraces volumétricos de 100/¢ Sulfametazina (materia No. de serie 

mi prima) 1118481240 
le 9 Matraces volumétricos de 25]e N-Naftilamina GR « Espectrofotémetro 

mi * Borato de sodio GR Varian 
le +6 matraces volumétricos de 50] Fosfato de sodio GR Modelo Cary 13E 

ml « Acetato de sodio GR « Multimetro 
¢ +3 Matraces volumétricos de 10 |e Hidrdxido de sodio GR Modelo TEKOMM247 
mi e Acido Clorhidrico ¢ 3Parrillas eléctricas 

le +3 Vasos de precipitados de 1000 | concentrado GR ¢ 3Estufas 

ml * Cloruro de sodio GR « Sellador de acetileno 

+ 10 vaso de precipitados de 150)» Butano-Oxigeno 

ml * Solucién de HCI [0.3M] pH 
© 2 vasos de precipitado de 100 ml 41 con fuerza idnica de 

3 Vasos de precipitados de 20 m 0.37M, 0.55M y sin fuerza 
- 2 Pipetas volumétricas de 20 ml iénica 

le 3 Pipetas volumétricas de 5 mi * Solucién amortiguadora de 7 
le =3 Pipetas volumétricas de 4 ml fosfatos [0.2M] pH 2 con 
ls 1 pipeta volumétricas de 3 ml fuerza idnica de 0.37M 
© =62 pipetas volumétricas de 2 ml « Solucién amortiguadora de | - 
i» 2 pipetas volumétricas de 1 ml fosfatos [0.2M] pH 4 con 
> 1 pipeta volumétricas de 0.5 mt fuerza idnica de 037M, 
le 2 Probetas graduadas de 100 ml 0,55M y sin fuerza iénica 
» 1 Bureta de 50 ml « Solucién amortiguadora de 
le 45 Tubos de ensaye de 15 x 150 | fosfatos [0.2M] pH 6 con fuerza ff -. 

mm iénica de 0.37M. 
l* 46 Tubos con tapén baquelita ¢ Solucién amortiguadora de 
de 20 x 250 mm fosfatos [0.2M] pH 8 con fuerza 
le 800 ampolletas de vidrio de 5 mi iénica de 0.37M. 
* 100 ampolletas de vidrio de 10 {¢ Solucién amortiguadora de 

ml borates [0.2M] pH 9 con fuerza 

» 2 agitadores de vidrio iénica de 0.37M. 
le §66 gradillas * Solucién amortiguadora de 
+ 14 mangueras boratos [0.2M] pH 11 con 

l* 7 refrigerantes fuerza idnica de 0.37M, 

+ 7 matraces de bola de 50 mi 0.55M y sin fuerza iénica 
le 1 cronémetro * Solucién de Sulfametazina 

l* 7 soportes universales (100 meg/ml) 
+ 44 pinzas de 3 dedos « Solucién de N-Naftilamina 

* 4 pinzas para tubo de ensaye (1000 meg/ml) 
l/ 44nueces e Agua desionizada 

le 1 Espaétula 

j* 2 Pisetas 
le §61 Franela 

ie Etiquetas 
* 2 celdas de cuarzo           
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1.1. CARACTERISTICAS DEL ESTANDAR Y MATERIA PRIMA 

           

  

METRONIDAZOL 
(ESTANDAR) 
Estandar Secundario 

No. de Control: MP-6K1083 

Pureza: 99.19 % B.H. 

Clave Interna: PA-TO3 

Fecha de Certificacién: 14-Enero-97 

Fecha de Caducidad: 14-Enero-98 

Analista: QFB. R. Morales 

Verificado por: QFB. A. Carpintero 

Heim de México. 

METRONIDAZOL 
(MATERIA PRIMA) 
Materia Prima 

Polvo Cristalino Amarillo. 

Resultados del andlisis del lote No. 0000960424 

CgHgN3O P.M.171.2 

Contenido (Metronidazol) 99.00% 

Clave: 1206 

Helm de México 

NITRITO DE SODIO (NaNO,) 
Materia Prima 

Granulos 

Resultados del Analisis del lote No. 001359 

NaNO2 P.M.69.00 

Contenido (NaNO2) 99.90 % 

Ciave:RI-N14 

Productos Quimicos Monterrey 
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2.1 ENSAYOS PRELIMINARES 
1. 

agua deionizada. 

Parte Experimental 
  

Pesar aproximadamente 100 mg de metronidazot (Materia Prima), disolver con 

. Vaciar la solucién anterior en un matraz volumétrico de 100 ml y ilevar a la 

marca de aforo con agua deionizada, ésta es fa solucidn stock de Metronidazol. 

. Pesar aproximadamente 100 mg de Nitrito de Sodio (Materia Prima), disolver 

con agua deionizada. 

. Vaciar la solucién anterior en un matraz volumétrico de 100 mi y llevar a la 

marca de aforo con agua deionizada, ésta es la solucién stock de Nitrito de 

sodio. 

. Prepare las siguientes soluciones de acuerdo a la siguiente tabla: 

TABLA 7. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ENSAYOS PRELIMINARES. 

Alicuota de fa Soluci6n Amortiguadora Matraz Tiempo de 
Solucién Stock de sin Fuerza l6nica Volumétrico | Ebullicién 
Metronidazol (ml) Impuesta. (mi (Horas) 

1 pH=14 50 6 
1 pH=4 50 § 
1 pH=11 50 3 

Aficuota de la Solucién Amortiguadora Matraz Tiempo de 
Solucién Stock de | con una Fuerza lénicade | Volumétrico | ebullicién 
Metronidazol (ml) 0.37 M. (Horas) 

1 pH=14 50 6 
i pH=2 50 6 
1 pH=4 50 5 
1 pH=6 50 45 
4 pH=9 50 45 
4 pH=14 50 3 

Alicuota de la Soluci6n Amortiguadora Matraz Tiempo de 
Soluci6n Stock de | con una Fuerza lénicade | Volumétrico {| ebullicién 
Metronidazol (mi) 0.55 M. (Horas) 

1 pH=1 50 6 
1 pH=4 50 5 
1 pH=11 50 3 

Alicuota de fa Soluci6n Amortiguadora Matraz Tiempo de 
Solucion Stock de | con una Fuerza lénicade| Volumétrico { ebullicién 

Nitrito de Sodio (ml) 0.55 M. (Horas) 
4 pH=1 50 15 
1 pH=2 50 15 
4 pH=4 50 41.5 
1 pH=6 50 1.5 
1 pH=9 50 15 
1 pH=11 50 1.5           
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6. Montar los dispositivos de reflujo. 

7. Someter a reflujo las soluciones de metronidazol a diferentes tiempos de 
ebullicién, de acuerdo a la tabla 7 

8. Realizar los espectros de las soluciones de Metronidazol y de Nitrito de Sodio a 
tiempo inicial y a los tiempos de ebullicién mencionados en ia tabla 7. 

9. Realizar a todas las soluciones de la tabla 7 a tiempo inicial y tiempo final de 
ebullicién, la reaccién cualitativa de complejacion de sales de diazonio para la 
identificacién del idn nitrito. 

2.2 DESARROLLO DEL METODO CUANTITATIVO 

2.2.1 Linealidad del sistema 

Se determiné mediante fa construccién de fa calibracién con una mezcla 
Metronidazol estandar-Nitrito (20-0, 20-10, 20-20; 15-0, 15-10, 15-20; 10-0, 10-10, 
10-20; 5-0, 5-10, 5-20 meg/mi ) preparadas como se indica en la tabla 8, a partir 
de la misma solucién patron tanto de Metronidazol como de Nitrito, haciendo el 
analisis por triplicado para cada concentracion. 

Se realiz6 la lectura de las muestras empleando un método 
espectrofotométrico UV-VIS a longitudes de onda de 210, 241, 264, 277, 292.6, 
305, 320 y 334 nm. 

Los datos de absorbancia obtenidos se les sometié a un tratamiento de 
Minimos Cuadrados Parciales. 
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TABLA #8 PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA MEZCLA 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

METRONIDAZOL-NITRITO, 
Alicuota de la | Alicuota de la Soluci6n Matraz Concentracién Sol. Stock de Sol. Stock de Amortiguadora | Volumétrico {meg/mi) Metronidazol Nitrito Metronidazol-Nitrito 250 meg/mi 250 meg/ml 

2mi - pH=4 25 mi 20 - 2m im pH=4 25 ml 20 410 2m 2ml pH=4 25 ml 20 20 
3m - pH=4 50 ml 15 - 
smi 2m pH=4 50 mi 16 10 
3m 4mi pH=4 50 ml! 16 20 
1 mi ~ pH=4 25 ml 10 : imi tml pH=4 25 ml 10 10 1 mi 2 mi pH=4 25 mi 10 20 0.5 mi - pH=4 25 ml 5 - 

0.5 ml tml pH=4 25 mi 5 10 
0.5 mi 2m pH=4 25 ml 5 20                 

2.2.2 Precisién y Exactitud del sistema 

Se determiné analizando seis muestras preparadas por dilucién a partir de 
la misma solucién patron, de una concentracién de 10 ug/ml en solucién de 
acetatos con un pH de 4. 

2.2.3 Linealidad del Método 

Se determiné mediante la construccién de la calibracién con una mezcla 
Metronidazol (materia prima) - Nitrito (20-0, 20-10, 20-20; 15-0, 15-10, 15-20; 10-0, 
10-10, 10-20; 5-0, 5-10, 5-20 meg/ml ) de acuerdo a Ia tabla 8, a partir de la misma 
solucién patron tanto de Metronidazol como de Nitrito, haciendo el analisis por 
triplicado para cada concentracién. 

Se realizs la lectura de las muestras empleando un método 
espectrofotémetrico UV-VIS a longitudes de onda. de 21 0, 241, 264, 277, 292.6, 
305, 320 y 334 nm. Los datos de absorbancia obtenidos se les sometié a un 
tratamiento de Minimos Cuadrados Parciales 
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2.2.4 Precision y Exactitud del Método 

Se realizé con un mezcla Metronidazol (materia prima) - Nitrito a tres 

niveles diferentes de concentracion (5, 10 y 16 pg/ml). Cada concentracién fue 

hecha por sextuplicado, en total fueron 18 muestras. Se registré y se calculd la 

respuesta obtenida en porciento de fa cantidad recuperada, la media, la desviacion 

estandar y el coeficiente de variacién. 

2.2.4 Caracteristicas Evaluadas a este Método Analitico. 

TABLA #9. CRITERIOS DE ACEPTACION 

Caracteristicas Evaluadas Criterios De Aceptacién Para este Método 
al Método Analitico. 

Pendiente (m) = 1 
Ordenada al origen (b) = 0 

  

  

  

  

Linealidac del Sistema Coeficiente determinacion (1?) = 0.98 
Coeficiente correlacion (r) 2 0.99 

CV<2% 
Precision del Sistema CV<2% 
Exactitud del Sistema tea < terttca (a= 0.05} 
  

Pendiente (m) = 4 
Ordenada al origen (b) = 0 

  

        
Linealidad del Método Coeficiente determinacion (r°) > 0.98 

Coeficiente correlacion (r) 2 0.99 
CV<2% 

Precisién def Método CVs2% 
Exactitud del Método teat < tertica (a=0.05) 
  

2.3 ESTUDIO DE ESTABILIDAD 

2.3.1 Preparacién de soluciones con fuerza idnica de 0.37 M. 

1. Preparar solucién stock de metronidazol de 500 mcg/mi. 

2. Tomar una alicuota de 4 mi de la solucién stock de metronidazol, transferir a un 

matraz volumétrico de 100 mi y llevar a la marca del aforo con Acido clorhidrico 
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(pH 1) con fuerza iénica de 0.37 M, para obtener una concentracién de 20 

mcg/ml de metronidazol. 

3. Tomar una alicuota de 5 ml de fa solucin anterior y vaciarla a una ampolleta de 

5ml. Repetir este paso 10 veces.0 

Realizar los pasos 2,3 por triplicado 

4. Tomar 10 ml de solucién de Acido clorhidrico (pH 1) con fuerza idnica de 0.37 M 

y vaciarla a una ampolleta de 10 ml. Repetir este paso 10 veces. 

5. Sellar las ampolletas con gas oxfgeno-butano. 

6. Someter las 40 ampolletas a fas condiciones de estabilidad indicadas en la tabla 

10. 

Repetir este procedimiento para pH 2, pH4, pH 6, pH 9 y pH11 

2.3.2 Preparacién de soluciones con 0.1966M, 0.37M, 0.55M a pH 11. 

1. Preparar soluci6n stock de metronidazol 500 meg/ml. 

2. Tomar una alicuota de 4 mi de Ia solucién stock de metronidazol, transferir a un 

matraz volumétrico de 100 ml y llevar a la marca del aforo con solucién 

amortiguadora de boratos (pH 11) con fuerza ionica impuesta de 0.37 M para 

obtener una concentracién de 20 mcg/mi de metronidazol. 

3. Tomar una alicuota de 5 ml de la soluci6n anterior y vaciaria a una ampolleta de 

5mi. Repetir este paso 10 veces. 

4. Realizar los pasos 2,3 por triplicado 

5. Tomar 10 ml de solucién amortiguadora de boratos (pH 11) con fuerza idnica 

impuesta de 0.37 M. y vaciarla a una ampolleta de 10 ml. Repetir este paso 410 

veces, 

6. Sellar las ampolletas con gas oxigeno-butano. 

7. Someter las 40 ampolletas a temperaturas de trabajo indicados en la tabla 10. 

8. Leer la absorbancia, pH y la resistencia (multimetro) de las soluciones a 

diferentes tiempos. 

9. Realizar la prueba cualitativa de fas muestras. 
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Repetir este procedimiento para pH 11 con fuerza iénica impuesta de 0.1966 M y 

0,55 M. 

TABLA # 10. CONDICIONES DE ESTABILIDAD 
  

  

  

  

  

  

CONDICION TEMPERATURA pH FUERZA IONICA 

(°C) (M) 
1 25 1,2,4,6,9 11 0.37 
2 55 1,2,4,6,911 0.37 
3 75 1,2,4,6,9 11 0.37 
4 95 1, 2,4, 6,9 11 0.37 
5 95 1 0.1966, 0.37, 0.55             

*Preparar cada sistema por triplicado. 

3. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES ESPECTROFOTOMETRICAS 

3.1 SELECCION DE LONGITUDES DE ONDA 

El Espectrofotémetro Varian que se usd cuenta con un programa de 

Applications Development Language (ADL) el cual presenta las lecturas de 

absorbancia a las longitudes de onda dadas por el usuario. Asi el usuario 

introduce las longitudes de onda de interés al inicio. Las lecturas de blanco son 

tomadas a cada longitud de onda y son restadas desde cada lectura de muestra 

subsecuente. El programa procesara los datos a cada longitud de onda y tomara 

la lectura de absorbancia neta es decir ya restada de la solucién blanco 

Las longitudes de onda seleccionadas fueron 210, 241, 264, 277, 292.6, 

305, 320, 334 esto debido a las caracteristicas de los espectros de absorcién. 
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I. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PRELIMINARES 

Fig. 3. ESPECTROS DE ABSORCION DEL METRONIDAZOL 
EN MEDIO ACIDO Y BASICO 
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FI metronidazol a pH 1, presenta un maximo de absorbancia a una longitud de onda 
(A) de 277 nm, y en pH 11, un maximo a una A = 320 nm. 

  

Fig. 4. ESPECTROS DE ABSORCION DE METRONIDAZOL 
EN pH 1 A DIFERENTES FUERZAS IONICAS 
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A pH 1, en A = 277 nm. A tiempo los valores de absorbancia son 0.7921, 0.7865 y 

0.79. A 6 horas de reflujo son de 0.3721, 0.3752 y 0.6434, para las fuerzas iénicas (1) 

de 0.3, 0.37 y 0.55 M, respectivamente. 
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Fig. 5. ESPECTROS DE ABSORCION DE METRONIDAZOL 
EN pH 4 A DIFERENTES FUERZAS IONICAS 
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A pH 4, en A = 320 nm. A tiempo los valores de absorbancia son 0.9731, 0.9684 y 

1.066. A 6 horas después de reflujo son de 0.8924, 0.8657 y 0.9664, para las fuerzas 
iénicas (y)) de 0.27, 0.37 y 0.55 M, respectivamente. 

Fig. 6. ESPECTROS DE ABSORGION DE METRONIDAZOL 
EN pH 11 A DIFERENTES FUERZAS IONICAS 
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A pH 11, en 4 = 320 nm. A tiempo cero los valores de absorbancia 1.0533, 1.0538 y 
1.0541. A 6 horas después de reflujo son de 0.1714, 0.5324 y 0.1008, para fas 

fuerzas idnicas (1) de 0.19, 0.37 y 0.55 M, respectivamente. 
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Fig. 7. ESPECTROS DE ABSORCION DE METRONIDAZOL Y NITRITO 
EN pH 2 (u 0.37 M) A DIFERENTES TIEMPOS DE EBULLICION 
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El metronidazo! a tiempo cero a 1 = 202 y 277 nm, presenta valores de absorbancia 
de 0.72 y 0.7. Y a seis horas de estar en reflujo a 207 y 277 nm absorbancias de 0.58 
y 0.51, respectivamente. EI nitrito presenta maximos 4 = 202 y 207 nm con valores 
de absorbancia de 0.548 y -0.47, parat = 0 y 1.5 h. 

Fig. 8. ESPECTROS DE ABSORCION DE METRONIDAZOL Y NITRITO 
EN pH 6 (.. 0.37 M) A DIFERENTES TIEMPOS DE EBULLICION 
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El metronidazol a tiempo cero a 4 = 320 nm, presenta un valor de absorbancia de 
1.089. A seis horas de estar en reflujo de 0.994, y a . = 225 nm aparece un maximo 
de 1.20 de absorbancia. El nitrito presenta maximos a i = 224 y 232 nm con un 
valor de absorbancia de 0.645 y 0.0854, parat =0 y 1.5 h. 
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Fig. 9.ESPECTROS DE ABSORCION DE METRONIDAZOL Y NITRITO 
EN pH 11 (0.37 M) A DIFERENTES TIEMPOS DE EBULLICION 
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EI metronidazol a tiempo cero a 4 = 320 nm, presenta un valor de absorbancia de 
1.053. A tres horas de estar en reflujo de 0.1714, y a 4 = 208 nm aparece un maximo 
de 1.36 de absorbancia. El nitrito presenta un maximo 1 = 209 nm con un valor de 
absorbancia de 1.557 parat =0 h. 

Fig. 10. SELECCION DE LAS OCHO LONGITUDES DE ONDA DE TRABAJO 
Ee    
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Las longitudes de onda se seleccionaron a partir de ambas especies del 
metronidazol en solucién. 
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Il. RESULTADOS DEL METODO ANALITICO DESARROLLADO. 

+ LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

TABLA 11. DATOS DE CONCENTRACION ESTIMADA Y REAL 
(CALIBRAGION DEL SISTEMA). 

C. ESTIMADA] CONCENTRACIONES REALES _(meg/ml) 
(meg/ml) 5 410 15 20 

CONC. EST. 1] 4.843459 | 9.9896173 | 14.894571 |19.856482) 
CONC. EST. 2] 4.872338 | 10.002887 | 14.898894 ||19.921587 
CONC. EST. 3] 4.897354 | 10.045595 || 14.914173 |/19.928224 
CONC. EST. 4] 4.901593 | 10.04796 | 14.941656 |19.964077 
CONC. EST. 5] 4.941932 | 10.054622 | 15.009775 ||19.985048 
CONC. EST. 6] 4.969419 | 10.096685 || 15.029638 |20.019229 
CONC. EST. 7] 4.982828 || 10.206559 | 15.037701 |20.024643 
CONC. EST. 8] 5.008195 | 10.214412 | 15.071037 |20.033579 
CONC. EST. 9] 5.050737 || 10.23659 || 15.07271 |20.034193 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                      

TABLA 12. NORMALIZACION DE LOS DATOS 
(C. EST./C. REAL) (LINEALIDAD DEL SISTEMA) 

5 10 15 20 

0.9686917 | 0.9989617 | 0.9929714 | 0.9928241 

0.9744676 |, 1.0002887 | 0.9932596 || 0.9960793 

0.9794708 | 1.0045595 || 0.9942782 | 0.9964112 

0.9803186 || 1.004796 | 0.9961104 | 0.9982038 

0.9883864 | 1.0054622 || 1.0006517 | 0.9992524 

0.9938837 || 1.0096685 || 1.0019759 | 1.0009614 

0.9965656 || 1.0206559 | 1.0025134 | 1.0012321 

1,0016391 | 1.0214412 | 1.0047358 | 1.0016789 

1.0101474 | 1.023659 | 1.0048474 | 1.0017097 

PROMEDIO 0.9989656 

DESVIACION ESTANDAR 0.0113008 

COEFICIENTE DE VARIACION (%) | 1.1312543 
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TABLA 13. REGRESION LINEAL 

ESTADISTICAS 
  

  

  

  

DE LA REGRESION 

r 0.999862 

P 0.999723 
  

? ajustado 0.999715 

Error tipico 0.095662 

Observaciones 36 

Intercepto “b” 0.003532 

Pendiente “m” 0.999717 

  

  

  

              
  

ANALISIS DE VARIANCIA 

Hipotesis. 

Ho. La concentracién real y la concentracion estimada no estan linealmente 

relacionadas. 

Ha. La concentraci6n real y la concentracién estimada estan linealmente 

relacionadas. 

TABLA 14. ANOVA 

Fuentes de sc GL cm RV_ | Probabilidad}| Valor critico 

variacio6n F 

REG. LIN. | 1124.493 3 |374.830}65589.3} 1.103E-60 | 2.90111757 

RESIDUAL | 0.162874 || 32 0.00571 

TOTAL || 1124.675 | 35 

  
  

  

  

                    
  
  

Si RV > F Se rechaza Ho. 

Si RV < F No se rechaza Ho. 

€5589.323 > 2.90111757 .. La concentraci6n real y la concentracién estimada 

estan linealmente relacionadas 
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PRUEBA DEL INTERCEPTO 

Hipdtesis 
Ho. b=0 

Ha.b#0 

TABLA 15. ESTADISTICOS DEL INTERCEPTO 

Coeficiente] Valor Error Est.t | Nivetde | Lim. inf | Lim. sup. 
tipico Sig. 95% 95% 

intercepto | 0.003532] 0.0390537 0.09044] 0.9284671 | -0.075834 [0.08289872 

  
  

  

                
      
  

Si ef nivel de significancia > 0.05 % No se rechaza Ho. 

Si el nivel de significancia < 0.05 % Se rechaza Ho. 

0.9284671 > 0.05 .. El intercepto es igual a cero 

Fig. 11. LINEALIDAD DEL SISTEMA 
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Fig. 12. GRAFIGO DE RESIDUALES 

Resultados 
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+ PRECISION DEL SISTEMA 

TABLA 16. PRECISION DEL SISTEMA 
  
  

  

  

  

  

  

      
      

REAL ESTIMADA EST/REAL 
10.196289 1.012509 

10.082465 1.001206 
10.07032 10.066652 0.999636 

10.019000 0.994904 

10.072919 1.000258 

9.953342 0.988384 
COEFICIENTE DE VARIAGION (%) 0.727733       
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PRUEBA t DE STUDENT 

Hipdtesis. 

Ho. La media muestral es igual a la media poblacional. (x = w) 

Ha. La media muestral es diferente a la media poblacional. (x# #) 

¢ EXACTITUD DEL SISTEMA 

TABLA 17. EXACTITUD DEL SISTEMA 

CONCENTRACION ESTADISTICO t 
{meg/ml) 

10.07032 -0.1590171 
VALOR CRITICO tis, 4 

2.22813924 

  
  

  

    
          
  

Sit, < ty4,.4 “ Ho. no se rechaza 

Sit, > t.n,n1 “- Ho. se rechaza 

-0.1590171 < 2.22813924.-. las medias son iguales a una concentraci6n de 

10.07032 meg/ml 
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¢ LINEALIDAD DEL METODO 

TABLA 18. DATOS DE CONCENTRACION ESTIMADA Y REAL 

(CALIBRACION DEL METODO) 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

IC. ESTIMADA] CONCENTRACIONES REALES __ (mcg/ml) 
(mcg/ml) 5.008 10.016 15.024 20.032 

CONC. BST. 1 | 4.7360428 | 106.047519 | 14937257 | 19.700534 
CONC. EST. 2 | 4.7956016 | 10.103449 || 15.062091 | 19.852172 
CONC. EST. 3 | 4.8394992 | 10.132047 | 15.070706 | 19.860209 
CONC. EST. 4] 4.8684127 | 10.153361 | 15.07582 | 19.898176 
CONC. EST. 5] 4.8850987 | 10.18509 || 15.111145 | 19.929929 
CONC. EST. 6] 4.9010531 | 10.209697 | 15.120583 | 19.939239 
CONC. EST. 7 | 4.9247979 | 10.211428 | 15.146835 | 19.982044 
CONC. EST. 8 | 4.9538018 || 10.288115 | 15.156849 | 20.029473 
CONC. EST. 9 | 4.9865179 | 10.350235 | 15.174875 | 20.100295         

  

TABLA 19. NORMALIZACION DE LOS DATOS 

(C. EST./C. REAL) (LINEALIDAD DEL METODO) 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      
  

  

      

5.008 10,016 15,024 20.032 

0.9456954 | 1.0031468 0,9942264 0.9834532 

0.9575882 || 1.008731 1.0025354 0.991023 

0.9663537 | 1.0115862 1,003 1088 0.9914241 

0.972127] | 1.0137142 1.0034492 0.9933195 

0.975459 | 1.016882 1.0058004 0.9949046 

0.9786448 || 1.0193387 1.0064286 0.9953694 

0.9833862 | 1.0195116 1.0081759 0.9975062 

0.9891777 | 10271681 1,0088424 0.9998738 

0.9957104 | 1.0333701 1.0100422 1,0034093 

PROMEDIO 0.9975806 

DESVIACION ESTANDAR 0.0183559 

COEFICIENTE DE VARIACION (%)_ |} 1.8400415         

  

Resultados 
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Hipotesis. 

  

TABLA 20. REGRESION LINEAL 
  

  

  

  

  

  

  

  

          
  

    

ESTADISTICAS DE LA 

REGRESION 

0,9996733 

0,9993467 

r’ ajustado 0.999328 

Error tipico 0.1546365 

Observaciones 37 

Intercepto “b” -0.000162 

Pendiente “im” 1.0000133 

ANALISIS DE VARIANCIA 

Ho. La concentracién adicionada y la concentracién recuperada no estan linealmente 

relacionadas. 

Ha. La concentracién adicionada y la concentracién recuperada estén linealmente 

relacionadas. 

TABLA # 21. ANOVA 
  

  

  

  

  

          

Fuentes de SC GL CM RV | Prebabilidad| Valor critico 

variacion F 

REG. LIN. [1127.468] 3 — 375.82272]45604.589] 3.691B-58 | 2.9011176 

RESIDUAL 0.263708] 32 |,0.0082409 

TOTAL 1127.731] 35               

  

Si RV > F Se rechaza Ho. 

Si RV <F No se rechaza Ho. 

45604.589 > 2.9011176 .. La concentracién adicionada y la concentracién recuperada 

estan linealmente relacionadas 
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PRUEBA DEL INTERCEPTO Y DE PENDIENTE 

Hipétesis 

Para la prueba del intercepto. Para la prueba de la pendiente. 

Ho. b=0 Ho.m#1 

Ha. b#0 Ha. m=1 

TABLA # 22 ESTADISTICOS DEL INTERCEPTO Y DE PENDIENTE 
  

  

  

Coeficiente Valor Error Est. t Nivel de || Lim. inf | Lim. sup. 

tipico Sig. 95% 95% 
  

Intercepto || -0.000162| 0.0584632} -0.002774] 0.9978027], -0.118849] 0.118524 
  

Pendiente |[1.0000133] 0.0043218 | 231.38778 || 2.462E-57 | 0.9912396 | 1.0087871                     
  

Si el nivel de significancia > 0.05 % No se rechaza Ho. 

Si el nivel de significancia < 0.05 % Se rechaza Ho. 

0.9978027 > 0.05 .”. El intercepto es igual a cero 

2.462E-57 < 0.05 .. La pendiente es igual a I 
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% PRECISION DEL METODO 

     

  

     

TABLA # 23. PRECISION DEL METODO 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

REAL ESTIMADA EST/REAL 
4.945005 0.987026946 
4.98766 0.995540918 

5.01 4.944687 0.986963473 
4.844492 0.966950499 
4.956686 0.989358483 
4.897717 0.977588224 

COEFICIENTE DE VARIAGION (%) 
0.938498233 
10.18425 1.006846268 
10.11536 1.000035591 

10.115 10.21927 4010308453 
10.29203 1.01750173 
10.2763 1.015946614 
10.2385 1.01220959 
  

0.577756072 
COEFICIENTE DE VARIACION (%) 

  

  

  

16.16 
  

  

      16.28697 1.007857054 

16.13944 0.998727723 

16.24566 1.005300743 

16.43451 1.016987005 

16.53019 1.022907797 

16.33693 1.010948639 
      0.775924033 

COEFICIENTE DE VARIACION (%)       
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Estabilidad del Metronidazol 
    

    
   

PRUEBA t DE STUDENT 

Hipétesis. 

Ho. La media muestral es igual a la media poblacional. (x = pt) 

Ha. La media muestral es diferente a la media poblacional. (x # ) 

¢ EXACTITUD DEL METODO 

TABLA 24, EXACTITUD DEL METODO 

CONCENTRACION | ESTADISTICO t 
(meg/ml) 

5.01 5.14803738 
10.115 -4.01196321 
16.16 -2.98171229 
VALOR CRITICO t..1, 04 

2.22813924 

  

  

  

  

      
          

  

Sit, < tooui - Ho. no se rechaza 

Sit. > tenn © Ho. se rechaza 

5.14803738 >2.22813924 .. las medias son diferentes a una concentracién de 5 mcg/ml 

-4.01196321 < 2.22813924 .. las medias son iguales a una concentracion de 10 mceg/ml 

-2,98171229 < 2.22813924 .-. las medias son iguales a una concentracién de 16 mcg/ml 
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Fig. 13. LINEALIDAD DEL METODO 
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Fig.14, RESIDUALES DE LA LINEALIDAD DEL METODO 
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Resultados 
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\(. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD. 

TABLA 25-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 1 A DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            
      
  

  
  

  

  

  

      

TIEMPO | InCONG. | InCONG. | InCONC. | In GONC. 
(h) T 25°C T 55°C T75°C 195°C 
0 3.0047 2.9889 2.9978 2.9856 
2 3.0013 2.9856 — 2.9234 

2.3333 a 2.9915. | == 
3.0666 2.8871 
5.0666 2.7842 
7.0666 2.6311 
746006 | |. | 29232 | ——— 
10.0666 2.5283 
12,2832 2.4021 
12.3439 —— 
15.2832 

17 
17.2602 | —— | —— 
17.3499 
20.4498 
25.8499 
26.0999 
26.3499 
44.9332 
70.5168 = 
153.6666 | 2.9941 2.9535 
235.4166 | 2.9910 2.8484 
405.4166 | 2.9882 2.6764 
§96.8332 | 2.9840 2.5044 
736.8332 | 2.9837 ee 
859.9165 | 2.9755 2.2960 
979.9165 | 2.9770 2.2402 | =~ |e 

TABLA 25-B. DATOS DE REGRESION pH 1 DIFERENTES TEMPERATURAS 

TEMPERATURAS | INTERGEPTO | PENDIENTE COEF. COEF. 
(°C) In CONG, K (h’) CORR. (r)_| DETERM. (r°) 
25 2.9994 ~2.49E-05 0.9378 0.8795 

55 3.0107 ~0.00080647 0.9935 0.9870 
75 2.9017383 =0.01390292 || 0.90550171 | 0.8993335 

95 2.97680871 || -0.04258002 || 0.99270991 | 0.98547296           
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TABLA 26-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 2 A DIFERENTES TEMPERATURAS 

TIEMPO | inCONC. | InCONC. | InCONGC. | InCONG. 
hi T 25°C T 55°C T 75°C T95°C 
0 3.0060 2.9952 2.9894 

2.0868 one 
wees 2.9799 

31.1666 

42 

44.5 

45.9999 

47 

51.25 

52 

60 

214.25 2.9994 

333.25 2.9943 

501.5833 2.9860 

546.3333 2.9851 

669.4166 2.9851 

910.0832 2.9808   
TABLA 26-B. DATOS DE REGRESION pH 2 DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

  

  

  

  

TEMPERATURAS] INTERGEPTO | PENDIENTE COEF. COEF. 
(°c) in CONC. K (hr) CORR. (1) | DETERM. (7?) 
25 3.00156862 | -2.3718E-05 | 0.82812754 | 0.68579523 

55 2.98190974 || -0.00068227 | 0.98623572 || 0.97660084 
75 3.03944203 || -0.01341685 | 0.97937152 | 0.05016857 
95 2.04596911 | -0.0176622 || 0.94522036 | 0.89344531               
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TABLA 27-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 4 A DIFERENTES TEMPERATURAS 

TIEMPO || in CONC. fn CONC. In CONC. In CONC, 
(h) T25°C T 55°C T75°C T95°C 

0 3.0158 2.9870 2.9800 2.9791 

170 woe ee 2.7636 

171 2.9900 2.9860 2.8143 | ------- 

196.6666 atten see fee 2.7070 

197.6666 

198.6666 

199.6666 

203.6666 

204.6666 || ------- 

218.5833 2.9897 

229.5832 | ------- oe settee 

267.7448 —— 

278.7498 creme 

290.6664 

291.5822 po wwnenee- eee 

302.5833 

314.4496 

437.1998 

615.1664 

704.25 coe fp eee 2.6206 

774.5 2.9669 2.9596 | ------- 

991.1666 2.9667 2.9312 | ------ |  ----~ 

1158.6666 2.9826 2.9247 secon Enter 

1399.3332 2.9773 2.9124 were | areeeee 

1445.3333 “oo cece 2.4619 | ------- 

1446.6666 2.9793 2.9228 || ------ coroene 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      
  

  

  

  

       
  

  

  

  

  

  

  

  

                
    
  

TABLA 27-B. DATOS DE REGRESION pH 4 DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

  

  

  

  

TEMPERATURAS | INTERCEPTO | PENDIENTE |, COEF. CORR. COEF. 
(°C) In CONC. K (H") {r) DETERM. (1°) 

25 2.99425066 -1.5563E-05 0.52575598 0.27641935 

55 2.999284 -0.000059 0.934182 0.872695 

75 2.808937 -0.000268 0.823775 0.678605 

95 3.04326782 -0.0021147 0.96169373 0.92485484               
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TABLA 28-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 6 A DIFERENTES TEMPERATURAS 

TIEMPO | In CONC. in CONC. In CONC. In CONC. 
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

{h) T 25°C T 55°C T75°C T95°C 
0 3.0507 3.0009 2.9871 2.9906 

170) | -- cee eee 2.8472 
171 3.0313 3.0006 2.9343 || ------- 

196.5666 Saocae oo oe 2.8041 
197.6666 seeree sroseee 
266.7499 ao 2.7414 
267.749 nnn tft 2.8857 
290.5832 2.6936 
294.5832 Pane wee ff 2.8684 
436.1665 | ------- 2.5429 
533.6665 || ------- 2.5191 
534.5833 |---| Teta 
615.1666 2.9966 || 2.9921 | ------ = |f  ------- 
701.6665 2.4103 
773.4999 1.9640 

821.5 soreren 
  

894.25 2.9941 

1034.25 3.0114 

1157.3333 3.0433 

1277.3333 3.0120 

1397.9999 3.0174 

1445.3333 2.9834 

  

  

  

  

  

  

                  

  

  
  

TABLA 28-B. DATOS DE REGRESION pH 6 DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

  

  

  

  

TEMPERATURAS | INTERCEPTO| PENDIENTE | COEF. CORR. COEF. 
(°C) In CONC. K (H") {r) DETERM. (r’) 
25 3.0353 -2.23E-05 0.4569 0.20879 
55 3.0048 -1.94E-05 0.7573 0.5735 
75 2.9412 -0.00014 0.9475 0.8978 
95 3.0633 0.00125 0.9496 0.9018                   
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TABLA 29-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 9 A DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

  

  

  

  

  

            

TIEMPO | in CONC. In CONC, in CONC. In CONC. 
(H) T 25°C T$5°C T 75°C T 95°C 
0 3.0293 3.0159 3.0202 3.0157 
2 3.0016 2.9864 2.9804 2.9230 
4 2.9655 2.9885 2.9703 2.6011 
5. if ---- sorcoe 2.5731 

5.1666 | nwnemv- | wenn ff -aee 2.5553 
5.3333 2.6172 

5.5 2.4610 
5.8333 | ------- 2.4135 

TT en nee ee ee eee 

6.1666 |  ------- Seema 

TANCE wren meee 

18.9 

42.0666 || nw--e-- ff =e 

42.1333 2.9789 

91.2332 || ------- = 

92.2332 once 

93.3165 

95.2331 cere ff eee 

178.4163 2.9269 2.9705 

260.1666 2.9195 2.9394 

715.5 2.9012 2.7410 

760.25 sores 2.6614 woof 
1003.3334 2.9240 2.4620 | —----- cron 

1124 2.8983 2.3307 ff eens were         
  

Resultados 

  

TABLA 29-B. DATOS DE REGRESION pH 9 DIFERENTES TEMPERATURAS 
  

  

  

  

  

  

          

TTEMPERATURAS | INTERGEPTO| PENDIENTE | COEF. CORR. COEF. 
(°C) in CONC. K (hy (r) DETERM. (r’) 
25 2.9702 -0.000069 0.6768 0.4581 
55 3.0291 -0.000542 0.9726 0.9460 
75 3.0085 -0.00880 0.9583 0.9183 
95 3.0504 -0.1017 0.9798 0.9599         
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TABLA 30-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 11 A DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

TIEMPO 
(h) 

In CONC, 
T25°C 

In CONC, 
T 55°C 

in CONC. in CONC. 
T 75°C T 95°C 

  

0 2.9233 2.8860 2.9081 2.9346 
  

1 — 2.7613 
  

1.25 2.6431 
  

1.6 2.5518 
  

1.6666 2.5357 
  

1,8332 

    

2.4793 
  

2 ane 2.4735 
  

2.3333 ot 2.2755 
  

2.5833 ——T 2.0876 
  

2.8333 2.0121 
  

3.6666 
  

4.6666 

  

  

6.0832 

    

  

7.4998 
  

7,8833 2.8615 
  

8.4998 
  

8.9998 

    

  

10.1498 

    

  

51.0499 2.6325 
  

72.2999 2.4653 
  

89.5499 2.2974 
  

90.5499 2.2392 
  

92.7999 2.2123 

  

  

96.6332 

  

2.1835 
  

97.2999 2.0770 
  

97.2999 
  

260.7999 

  

  

718.1333 

  

    835.1333     
  

      
      

Resultados 

  

TABLA 30-B. DATOS DE REGRESION pH 11 DIFERENTES TEMPERATURAS 
  
  

  

  

  

          

FEMPERATURAS|INTERCEPTO|] PENDIENTE | COEF. CORR. COEF. 
(°C) In CONG. K (h*) () DETERM. (1?) 
25 2.8838 -0.000173 0.9318 0.8683 

55 2.9368 -0.007657 0.9737 0.9482 
75 3.0483 ~0.1034 0.9490 0.9007 
95 3.0467 -0.3389 0.9468 0.8965         
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Fig. 15. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 

  

EN FUNCION DEL TIEMPO A pH 1 
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Resultados 

  

Los valores de pendiente a las temperaturas de 25, 55, 75 y 95 °C, son -2.49 es - 

8.06 °°4, .0.1390 y -0.0425 respectivamente. 

Fig. 16. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNGION DEL TIEMPO A pH 2 
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Los valores de pendiente a las temperaturas de 25, 55, 75 y 95 °C, son 2.37 e%, - 

6.82 e*, -0.0134 y -0.0176 respectivamente. 

80



Resultados 

    
Fig. 17. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 

EN FUNCION DEL TIEMPO A pH 4 
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Los valores de pendiente a tas temperaturas de 25, 55, 75 y 95 °C, son -1.55 ee, -5.9 

e*, -2.68 e y -2.11 e* respectivamente. 

Fig. 18. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNCION DEL TIEMPO A pH 6 | 
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Los valores de pendiente a las temperaturas de 25, 55, 75 y 95 °C, son -2.23 es. 

1.94 e, -1.4.e% y -1.25 e respectivamente. 
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Fig. 19. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNCION DEL TIEMPO A pH 9 
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Los valores de pendiente a las temperaturas de 25, 55, 75 y 95 °C, son 6.9 e, -5.42 

e**, -0.0008 y -0.1017 respectivamente. 

Fig. 20. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 

EN FUNCION DEL TIEMPO A pH 11 
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Los valores de pendiente a las temperaturas de 25, 55, 75 y 95 °C, son -1.73 e™, - 

7.65 e*, -0.1031 y -0.3389 respectivamente. ' 
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Fig. 21. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNCION DEL TIEMPO A 25 °C 
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Fig. 22. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNCION DEL TIEMPO A 55 °C 
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A una temperatura de 55 °C, el metronidazol presenta una velocidad de degradaci6én 

menor para pH 4 y 6 (-5.9 e® y -1.94 e ™), mientras que para pH 71, se requiere de 
menor energia de activacién, puesto que su constante de velocidad de degradacién 

{-0.007657), es mas grande atin que los otros pH’s 
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Fig. 23. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNCION DEL TIEMPO A 75 °C 
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Fig.24, PERFIL DE LN CONCENTRAGION DE METRONIDAZOL 
EN FUNCION DEL TIEMPO A 95 °C 
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A la temperatura cle 95 °C, el metronidazol presenta una velocidad de degradacién 

mayor con respecto a las otras temperaturas de trabajo, pero ef comportamiento es 

el mismo, es decir para pH 6 y 4, es lenta la velocidad de degradacién, para pH’s de 

41, 1,2 y 9 la velocidad de degradacion, es mas grande respectivamente. 
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Resultados     

TABLA 31. CONSTANTES DE VELOCIDAD OBSERVADAS (h") 
  

  

  

  

  

  

  

  

        

pH TEMPERATURAS 

25 55 75 95 

1 2.4908E-05 | 8.0647E-04 || 1.3903E-02 | 4.2580E-02 

2 2.3718E-05 | 6.8227E-04 || 1.3447E-02 | 1.7662E-02 

4 1.5563E-05 | 5.8909E-05 || 2.6819E-04 | 2.1147E-03 

6 2.2305E-05 | 1.9465E-05 || 1.4375E-04 | 1.2532E-03 

9 6.8969E-05 | 5.4207E-04 || 8.8045E-03 | 1.0171E-01 

11 1.7343E-04 || 7.6572E-03 || 1.0311E-01 | 3.3893E-01             
  

TABLA 32. VALORES PROMEDIOS “pH” DE LAS SOLUCIONES 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

DURANTE EL ESTUDIO 

pH TEMPERATURAS 
REFERENCIA, 25 55 75 95 

1 0.9999-1.201]/0.9999-1.204]] 1.102-1.056 || 1.101-1.059 

2 4.907-2.102 |] 1.907-2.102 || 1.951-1.423 || 1.945-1.948 

4 4.002-4.009 || 4.002-4.009 | 4-4.004 4.001 

6 5.999-6.005 || 5.999-6.005 || 6-6.003 6.002 

9 8.986-9.056 || 8.986-9.056 || 9.024-9.019 | 9.02-9.023 

11 10.8-11.17 || 10.8-11.17 10.84-11 10.87-10.9                   

  

TABLA 33. VALORES PROMEDIOS “RESISTENCIA (KQ)” 
DE LAS SOLUCIONES DURANTE EL ESTUDIO 

pH TEMPERATURAS 
25 55 75 95 

1.159-1.958 | 1.121-1.582 | 1.029-1.236 || 1.043-1.257 
1.145-1.659 | 1.043-1,257 | 1.142-1.426 | 1.257-1.659 
2.156-2.984 | 1.989-2.346 | 1.729-2.006 | 1.786-2.165 
2.169-2.996 | 1.859-2.136 | 1.624-1.982 | 1.692-2.024 
2.245-2.979 | 2.368-3.057 | 2.469-4.520 | 2.649-5.389 
3.998-4.021 | 3.856-4.482 |3.9125-5.972| 3.829-6.614 
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TABLA 34-A. DATOS PARA APLICAR LA 
ECUAGION DE ARRHENIUS 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

pH 4/T (°K) Ink 

0.00305 TANT 

1 0.00287 4.2757 

0.00272 3.1564 

0.00305 -7.2120 

2 0.00287 4.3112 

0.00272 -4,0363 

0.00305 -9.8409 

4 0.00287 -7.73€2 

0.00272 -6.1588 

0.00305 -10.3944 

6 0.00287 -8.7099 

0.00272 -6,.6820 

0.00305 -7,5201 

9 0.00287 4.7325 

0.00272 -3.6077 

0.00305 -4.8721 

1 0.00287 -2,2720 

0.00272 -1.0820       
  

  

TABLA 34-B. DATOS DE LA REGRESION 
APLICANDO LA ECUACION DE ARRHENIUS 
  
  

  

  

  

  

  

      

pH | INTERGEPTO | PENDIENTE | COEF. CORR. | COEF. DETERM. 
In CONG. K (b*) r Pe 

1 29.8830049 | -12066.2258 | _0.97734964 0.95521232 
2 23.4947204 | -9972.42305 | _0.91544154 0.83803322 
4 22.9647844 | -10770.7952 | 0.99262879 0.98531192 
6 27.3505124 | -12555.3415 | _0.99842321 0.9968489 
9 28.9677708 | -11899.451 | _0.97855527 0.95757041 
11 30.4085494 | -11515.9455 | _0.98412208 0.96849627               
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Fig.25. GRAFICO DE ARRHENIUS 
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TABLA 35. VALORES DE ENERGIA DE ACTIVACION 
ALOS pH’s DE TRABAJO 

pH Ea (Keal/mol) 

  

  

  

  

  

  

1.1 23.9755906 

4.947 19.81520638 

4 21.40157015 

6 24.94746358 
  

9.021 23.6442091 

10.87 22.88218364 
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TABLA 36. VALORES CINETICOS ESTIMADOS A 25 °C 

pH K(h’) | €,, (DIAS) | €, (DIAS) 
1.1 |2.52341E-05| 173.3765 | 1144.2853 

1,947 |4.75869E-05| 91.9370 | 606.7848 
4 | 1.02489E-06 | 2272.8528 | 15000.8284| 
6 | 3.88768E-07 (11253.7943 [74275.0427 

9.021 1.76781E-05| 247.4811 | 1633.3758 
70.87 |0.000270261| 16.1880 | 106.84100 

  
  

  

  

  

  

  

                    
Fig. 26. PERFIL DE VELOCIDAD EN FUNCION DEL pH 

  

25°C | 
m55°C 4 1947 4 5 
75°C pH 
m95°C - 

  

9.021 10.87   
El punto de inflexién de este grafico a las diferentes temperaturas, 

experimentalmente es de un valor de pH de 6.0, siendo este el pH de maxima 

estabilidad, para las soluciones de metronidazol en solucién bajo estas 

condiciones de trabajo. 
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TABLA 37-A. DATOS PRIMARIOS CINETICA DE METRONIDAZOL 
EN pH 11, 95 °C A DIFERENTES FUERZAS IONICAS 
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

TIEMPO In CONC, in CONG. In CONC, 
(h) 0.1966 M 0.37 M 0.55 M 
0 + 3.0080 3.0100 3.0201 

0.1666 | ----- sf -—--- 3.0114 
0.25 en 2.9830 

0.4166 2.9250 
0.6666 2.8565 
0.75 2.8097 

0.8333 eee 2.7871 
0.9166 fo nner ff =e 2.7488 

1 2.8702 2.8266 eee 
1.1666 aro —-— 2.5904 
1.25 2.7760 2.7499 oe 

1.3333 [wwf 2.5180 
1.5 2.6776 2.6632 — 

1.6666 2.4581 2.5632 cooreee 
1.8333 2.4248 2.5358 0 f ---- 

2 2.4202 2.4921 

2.3333 2.1891 2.3785 

2.5833 2.1990 2.3282 

2.8333 2.1309 2.2143 

  

              
  
  

TABLA 37-8. DATOS DE REGRESION 
pH 11, 95 °C_A DIFERENTES FUERZAS IONICAS 
  

    

  

  

  

  

FUERZA iONICA INTERCEPTO | PENDIENTE COEF. COEF. 
(M) in CONC. K (h’) CORR. (r)_| DETERM. ('°) 

0.1966 3.11560452 | -0.35488554 |0.92852905| 0.86216621 
0.37 3.06803097 -0.2895154 | 0.98408701 | 0.96842724 
0.55 3.07545882 | -0.38550212 |0.97722735| 0.95497328           
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Fig. 27. PERFIL DE LN CONCENTRACION DE METRONIDAZOL 
EN FUNGION DEL TIEMPO A pH 11, 95 °C 
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Los valores de fas constantes de degradacién son -0.3855, -0.3548, -0.2895 (h") para 
tas soluciones de metronidazol con fuerza iénica de 0.55, 0.1966 y 0.37 M, 

Fig. 28. PERFIL DE VELOCIDAD EN FUNCION DE LA FUERZA IONICA 

  

i
N
K
 

14 

1.2     13 
  

  

  FUERZA IONICA (M) 

El punto minimo corresponde a fa solucién con fuerza iénica de 0.37M, la cual 

influye menos en la degradaclén del metronidazol, que las otras dos fuerzas 
idnicas. 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

1. ENSAYOS PRELIMINARES 

Se observé que los espectros de absorcién de metronidazol a fos pH’s 6, 9 

y 11 a temperatura ambiente (tiempo “0”), son muy similares y esto se debe a que 

a estos pH’s se tiene una sola especie quimica del Metronidazol (especie 

ionizada), sin embargo a pH’s 1, 2 y 4 los maximos se recorren hacia longitudes 

menores, esto se debe a la presencia de ambas especies (ionizada y no ionizada) 

<<Belikov U G. 1976>>. 

En los espectros de absorcién (fig. 3) realizados a pH 1 y 11 muestran dos 

maximos a las longitudes de onda de 277 y 320 nm respectivamente, estos 

espectros son caracteristicos de las especies de metronidazol en solucién,. 

Observando detalladamente fos espectros en fa figura antes mencionada, se 

define claramente un coeficiente de absortividad mayor de la especie ionizada 

(medio alcalino), y menor el que caracteriza a la especie no ionizada (medio 

Acido), esto se corrobora con los datos descritos en la literatura <<2) ctarke’s, 1986 pp. 780s 

Tuxide, 1986; Xu 1994>> 

Los espectros de absorcién de Metronidazo! a los diferentes pH’s y a 

diferentes tiempos de ebullicién presentan comportamientos similares en cuanto a 

la intensidad de los maximos, es decir a las longitudes de onda de 277 y 320 nm 

conforme pasa el tiempo los maximos de absorbancia disminuyen, mientras que a 

longitudes de 205-215, aumenta la absorbancia del producto de degradacidén. 

A pH 6 se observa que !a temperatura de ebullicién no le afecta demasiado 

a la muestra, pero si se observa que aparece el producto de degradacién (ver fig. 

8), respecto al pH 4, es el mismo comportamiento que pH 6, solo que es mas 

rapida su degradacién. El tiempo durante el cual se somete a reflujo cada una de 

las soluciones de metronidazol, varia conforme at pH  afectando 

considerablemente a pH 11 ya que a las tres horas de ebuillici6n gran porcentaje 

91



Estabilidad del Metronidazol Anilisis de Resultados 

          
del metronidazol se ha transformado en el producto de degradacién, mientras que 

para los otros pH’s el tiempo de reflujo es mayor y menor su degradacion. 

Esto indica que la temperatura (tiempo de reflujo) a pH's extremos (1, 2, 9y 

11) afecta sensiblemente ai metronidazol mientras que a pH 6 no afecta 

considerablemente, (ver fig. 7, 8 y 9) <cxraus. 5 $y cols. 1981>>. 

Por otra parte se cuantificé a que velocidad se degrada e! Metronidazol para 

saber si el producto de degradacién det mismo absorbe a la longitud de onda 

donde se encuentra los maximos de absorbancia, se hizo necesaria una 

investigacién hemerografica para identificar a dicho producto, encontrando que se 

trata del “ion nitrito” <cpames, cots; 1992 p.233-235>>, Esto se corroboré al realizar un espectro 

de absorcién de nitrito de sodio a una concentracién de 20 mcg/ml. Al comparar 

dichos espectros se observa el traslapo de los mismos a los diferentes pH’s ver 

fig. 7, 8 y 9, confirmando que los dos espectros corresponden al ion nitrito en un 

intervalo de longitud de onda de 205-215 nm dependiendo del pH. 

En base a los resultados obtenidos en la fase de ensayos preliminares, las 

longitudes de onda de maxima absorcién para ef metronidazol son 277 y 320 nm, 

el maximo donde absorbe el ion nitrito (205-215 nm, respecto al pH), <evignoti, L. y cols: 

1964>> asi como el punto de isoabsorcién de ambas especies del metronidazol y los 

minimos de los espectros de absorcidn de! metronidazo! ionizado y no ionizado 

(ver fig. 10). Las longitudes de trabajo para este método en particular son 210, 

241, 264, 277, 292.6, 305, 320 y 334 nm. 

Con la finalidad de identificar el producto de degradacién, a parte del 

método de espectrofotometria UV-VIS, se realizé la reaccién de copulacién de 

sales de diazonio, se obtuvieron coloraciones de diferentes tonalidades en funcién 

dei tieMpo <cMorison, Day, Thakuk 1991,>>. 

Con los datos obtenidos a partir de los ensayos preliminares se estructuré 

el proyecto. 
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il: DESARROLLO DEL METODO, 

Linealidad del sistema. 

De acuerdo a los resultados en cada una de las pruebas estadisticas 

realizadas, se obiuvo lo siguiente: 

El valor del coeficiente de variacién fue de 1.1312 % el cual se reporta en ja 

tabla 12, este dato es aceptable dentro del limite establecido para métodos 

espectrofotométricos (C. V. < 2.0 %), lo cual indicé que no existe diferencia 

significativa entre los datos de concentracién estimada por minimos cuadrados 

parciates (MCP) y la concentracié6n real de metronidazol <cpotazar M.: 1194; Nava F.: 1994 >>. 

Los datos se ajustan al modelo matematico “y = mx + b”. En la tabla 13, se 

observa que en la calibracién se obtiene un 99.9861% de correlacién entre la 

concentracién estimada y la concentracién real, asi como un 0.0138 % que no 

puede ser explicado por la regresi6n lineal. Para saber si este porcentaje no 

explicado por la regresién es significativo, se realiz6 et andlisis de variancia el cual 

se muestra en fa tabla 14, en dicho andalisis se rechaza la hipétesis nula a un nivel 

de significancia de 0.05%, aunado a estas pruebas, en la figura 12 se muestra 

poca dispersion de los datos con respecto a la recta de regresion <ckreysig >>. 

En la tabla 15, el valor del intercepto “0.003532”, se encuentra dentro del 

intervalo a un 95 % de confianza (columnas 6-7), en el criterio de aceptacion para 

esta prueba el valor del nivel de significancia es mayor que 0.05% (columna 5), 

por lo tanto Ho. no se rechaza y se considera que la curva pasa a través del origen 

(b = 0), quedando entonces el modelo lineal "y = mx " para la finealidad del 

sistema << Mongomery D>>. 
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Precision del sistema 

El coeficiente de variacién para la precisién del sistema se realizo a una 

concentracién de 10.07032 mceg/ml, lo cual indica que el sistema es preciso, es 

decir presenta menos del 2 % de desviacién estandar relativa entre resultados 

analiticos individuales, a las condiciones trabajadas (ver tabla 16) <<patiazar M- 1194, Nava 

Br 1994 >> 

Exactitud del sistema 

La prueba de concordancia entre el valor medio experimental (x) y el valor 

de referencia (1) (prueba t Student) demostrd que existe concordancia entre el 

valor experimental y el de referencia a un nivel de significancia de 0.05 %, por lo 

cual la hipétesis nula no se rechaz6 y por lo tanto el sistema es exacto, esto se 

observa en la tabla 17. Cabe mencionar que se trabajo con la misma 

concentraci6n de metronidazol utilizada en la precisiOn del sistema <<kreysig, Daniels>>. 

Linealidad del método. 

Para la evaluacién del método se contemplé to siguiente: 

EI coeficiente de variacién obtenido a partir de la normalizaci6n de los datos 

(tabla 19) fue de 1.84 %, este valor se encuentra dentro del limite establecido para 

métodos espectrofotométricos (C. V. < 2.0 %), indicando asi que no existe 

diferencia significativa entre los datos de concentracién estimada por minimos 

cuadrados parciales (MCP) y la concentracién real de metronidazol (materia 

prima) <cpanazerM 1194; Nava F.: 1994 >> 

Para la linealidad del método la calibracién tiene un 99.9673% de 

correlacién entre la concentracién adicionada y la concentracién recuperada, sin 

embargo existe un 0.0327 % que no puede ser explicado por la regresion lineal, 

los resultados de la regresién lineal se reportan en fa tabla 20. 
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En la prueba de hipotesis del andlisis de variancia, para la linealidad del 

método (tabla 21), se rechaza la hipétesis nula a un nivel de significancia de 0.05, 

entonces se considera que el porcentaje 0.0327% no es significative y que existe 

relacién entre la respuesta (concentracién recuperada de metronidazol por MCP) y 

la variable independiente (concentracién adicionada de metronidazol). Se observa 

ademas en la figura 14 que la calibracion presenta poca dispersién de los datos 

con respecto a la recta de regresion. 

Al obtener los resultados de la prueba de! intercepto (tabla 22) se considera 

que el vator del intercepto *-0.000162”, se encuentra dentro del intervalo a un 95 % 

de confianza (columnas 6-7), aunado a esto el valor del nivel de significancia es 

mayor que 0.05 (columna 5), por fo tanto Ho no se rechaza y se considera que el 

intercepto es igual a cero (b = 0), quedando entonces el modelo lineal "y = mx + b” 

para la linealidad del método. 

Precisién del método 

Para evaluar la precisién del método se consideraron tres diferentes 

concentraciones, los valores de coeficientes de variacién obtenidos se encuentran 

dentro del limite establecido para precision de métodos analiticos por 

espectrofotometria en el area Farmacéutica, es decir no mas del 2 % de 

desviacion estandar relativa entre resultados analiticos individuales, a las 

condiciones trabajadas (ver tabla 23). 

Exactitud del método 

En la prueba de t Student para evaluar la exactitud también se trabajé con 

tres niveles de concentracién de metronidazol obteniéndose que para la minima 

concentracién de la calibracién (5mcg/ml), no existe concordancia entre el valor 

medio experimental y el valor medio de referencia, por lo cual jas medias son 

diferentes, rechazandose la hipétesis nula a un nivel de significancia de 0.05 esto 

puede ser debido a la interferencia del ruido del instrumento con la sefial analitica. 

Sin embargo para la concentracién de 10 y 16 (mcg/ml), la hipdtesis nula no se 
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rechaz6, estadisticamente el método es exacto (x=) a estas concentraciones, 

esto se ilustra en fa tabla 24. 

En la tabla 22, se observa que el valor de !a pendiente “1.000013”, se 

encuentra dentro del intervalo a un 95 % de confianza (coilumnas 6-7), también 

para esta prueba se considera que el valor del nivel de significancia es mayor que 

0.05 (columna 5), por lo tanto Ho se rechaza y se considera que la pendiente es 

igual a uno (m = 1), por lo cual se corrobora que el método es relativamente 

exacte ya que el porcentaje de recuperacién fue del 100%, aunque a una 

concentracién minima de 5 meg/ml estadisticamente no es exacto, pero 

considerando las condiciones de esta concentracién el método es confiable y 

exacto a concentraciones mayores de 5 mcg/ml, y relativamente exacto a esta 

concentracién apoyandonos con el valor de pendiente ya antes mencionado, lo 

que indica que el método esta dentro del intervalo de aceptacién para exactitud de 

meétodos analiticos (m = 1). 

fil. ESTUDIO DE ESTABILIDAD 

Con los valores obtenidos a lo largo del proyecto y una vez analizados, se 

encontré que las regresiones realizadas entre logaritmo natural de la 

concentracién en funcién del tiempo de muestreo se ajustan de manera eficiente 

(coeficiente de correlacién (r), mayor respecto a la cinética de orden cero y 

segundo orden) a una cinética de degradacién de primer orden, determinandose 

de este modo el orden de reaccién que sigue el metronidazol a diferentes 

temperaturas y a diferentes pH’s <epa-peng: Karim: Bames 1990>>- 

En las tablas (25-A, 26-A, 27-A, 28-A, 29-A y 30-A) los valores que se 

reportan son los promedios de cada sistema, cabe mencionar que el analisis de 

regresion se realizd con todos los datos (30 0 en su defecto 27) lo anterior se 

resume en las tablas (25-B, 26-B, 27-B, 28-B, 29-B y 30-B), donde se muestran los 
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coeficientes de correlacién obtenidos para una cinética de primer orden que es 

caracteristica de la degradacién del metronidazol. 

Con los resultados se combinaron las temperaturas y los pH’s de trabajo, 

tealizandose todos las combinaciones, pero solo se muestran fos graficos mas 

representativos. 

a) DEGRADACION DE METRONIDAZOL EN pH 1 Y 2 A DIFERENTES 

TEMPERATURAS (fig.15), en éste grafico se puede observar la accién, de la 

temperatura a un pH acide constante con un valor de 1 obteniendo diferentes 

velocidades de degradacién, siendo mas grande el valor de la pendiente a 95 °C, 

seguida por un valor de pendiente un poco menor correspondiente a 75 °C, como 

se observa en la tabla 25-B, asi como una minima caida de la pendiente a 55 °C y 

donde se observo una ligera variaci6n fue a 25 °C. 

El comportamiento es similar al que presenta la cinética a pH 2, solo que es mas 

lenta la degradacién y por lo tanto los valores de pendientes (tab. 26-B) son 

ligeramente menores con respecto a pH 71, ver figura 16. Cabe mencionar que a 

pH 2 existe una minima diferencia en la velocidad de degradacion a las 

temperaturas de 95 y 75 °C, donde graficamente observamos que fos perfiles 

correspondientes a dichas temperaturas estan muy cercanas al igual que se 

muestra en fos valores de pendientes “K" tabla 26-B tercera, columna dos tltimas 

lineas. 

b) DEGRADACION DE METRONIDAZOL EN pH 6 Y 4 A DIFERENTES 

TEMPERATURAS (fig.18), a pH 6 graficamente observamos un intervalo muy 

pequefio de logaritmos naturales (2.9-3.08) de concentracion de metronidazol a 

temperaturas de 25, 55, 75 °C, sus valores de pendiente son pequefios, por lo que 

se puede establecer que requiere de mayor tiempo para que se degrade el 

metronidazol, sin embargo a una temperatura de 95 °C, la pendiente es 

ligeramente mayor respecto a las de 25, 55 y 75 °C, por lo que se requiere de 

menor tiempo para degradar el metronidazol. 
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La tendencia para pH 4 es similar, solo que a las temperaturas de 75 y 95 

°C, los valores de pendientes son mayores (ver tabla 27-B) respecto a pH 6, a la 

temperatura de 55 °C, ligeramente hay una tendencia decreciente (ver grafico 17). 

Lo anterior refleja que la velocidad de degradacién para pH 6 es mas lenta 

que a pH 4, a fas diferentes temperaturas. 

c) DEGRADACION DE METRONIDAZOL EN pH 11 Y 9 A DIFERENTES 

TEMPERATURAS En el grafico (fig. 21) es donde se ve gran efecto de ambos 

factores (temperatura y pH), a pH 11 los valores de pendiente son mayores con 

tespecto a los demas pH’s de trabajo, a 25 °C se ve un efecto minimo de la 

temperatura, y a las temperaturas de 55, 75 y 95 °C el valor de pendiente va 

aumentando respectivamente (ver tabla 30-B). 

De igual manera sucede con el pH 9 (fig. 219) solo que se requiere de 

mayor tiempo para degradar hasta un 50 % de metronidazol respecto a pH 11. 

Ligeramente hay una caida de pendiente a 25 °C, pero los valores de pendiente 

van aumentando con respecto a las temperaturas, “a mayor temperatura mayor 

valor de pendiente (K)’. 

d) DEGRADACION DE METRONIDAZOL EN DIFERENTES pH’s A 25 Y 55 

°C. En la fig. 21 a una temperatura de 25 °C no hay grandes cambios. en tos 

valores de pendientes, ya que tan solo para todos los pHs de trabajo el cambio 

del logaritmo natural de la concentracién es pequefio (3.03-2.92), excepto la 

tendencia que presenta la cinética a pH 11 a esta temperatura, existe mayor” 

efecto esto se refleja en los valores de pendiente (constante de velocidad de 

degradacién) que se listan en la tabla 30-B. 

Respecto a 55°C. en la figura. 22 se observa que a pH’s basicos, aumenta 

la velocidad de degradacién respecto a los otros pH’s, mientras que a pH de 4 y 6 

es lenta su velocidad de degradacién, esto se observa en la pendiente (tabla 27-B 

y 28-B), a pH 1 y 2, se acelera la velocidad de degradacién en comparacién con 

los pH’‘s acidos de trabajo de 4 y 6, pero es un poco mas lenta la reaccién que a 

pH 11. 
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e) DEGRADACION DE METRONIDAZOL A 75 Y 95 °C EN DIFERENTES 

pH’s. A una temperatura de 75 °C (fig. 23), las tendencias de las pendientes son 

mayores con respecto a las otras dos temperaturas (25 y 55 °C), se observa que a 

un pH de 4 y 6 no hay tanta variacién, en cambio a los otros pH’s de trabajo si 

existe un efecto de esta temperatura y dependiendo del pH es ef valor de 

pendiente, es decir a pH 11 el valor de pendiente es el mas grande seguido por ef 

pH 2, pH 1 y pH 9 respectivamente. 

En la fig. 24 en el perfil de pH 11, la velocidad de degradacién es mucho 

mayor, por efecto de la temperatura y del pH, aunque a pH 6, sigue siendo mas 

lenta fa velocidad de degradacién, pero todas los perfiles a esta temperatura 

tienen una tendencia negativa de logaritmo natural de la concentracién aunque es 

mas marcado a pH 11. 

Una vez obtenidas las constantes de degradacién (K) a diferentes 

temperaturas (tabla 31), se aplicd la ecuacién de Arrhenius para obtener las 

energias de activacion a los pH’s de trabajo. Obteniéndose para pH 1 una energia 

de activacién de 23.97 Keal/mol y para pH 11 una energia de activacion de 22.88 

Keal/mol que significa que a pH’s basicos se requiere de una menor energia para 

llevar a cabo la degradacién y a pH de 6 se requiere de mayor energia 24.94 

Kceal/mol. 

A pH 2 se calculé fa energia de activacion, pero el valor que se reporta, no 

es ldgico, debido a que a pH de 1 a una temperatura de 95 + 2 °C, se requiere de 

un menor tiempo respecto a pH 2, en cambio a 75 + 2 °C, la diferencia de tiempo 

para llegar hasta un porcentaje de 50 % de degradacién es muy pequefia, esto es 

lo que provoca un valor de energia de activacién erréneo. Experimentalmente la 

temperatura vari6 entre + 2 °C, pero al realizar la cinética de pH 2, a 75 °C, se 

generaron grandes variaciones de corriente, por lo que la temperatura subid 

considerablemente hasta 10-15 °C aproximadamente, por falta de material 

(ampolletas, reactivos) la cinética no se repitid, por to cual consideramos 
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importante en un futuro trabajo cuidar estas variaciones de corriente, para que no 

se vea afectado considerablemente el sistema. 

La ecuacién de Arrhenius es de gran importancia en los estudios de 

estabilidad, porque con ella se estiman (método exacto), las constantes de 

degradacion (K) a cualquier temperatura. En este trabajo solo se estimaron las 

constantes de degradacién (K) a 25 °C, y a partir de estos valores de (K), estimar 

los tiempos de vida media (tr 6 tso), asi como también el teo (ver tabla 36). 

Los valores de las constantes de degradacién a 25 + 2 °C obtenidas 

experimentalmente y las estimadas a 25 °C por el método de Arrhenius, no 

muestran una diferencia significativa, por lo cual, podemos asegurar que el 

compartimento donde se almacenaron las muestras a dicha temperatura fue 

adecuada, asi mismo cabe mencionar que esta temperatura fue utilizada como 

referencia y para la evaluaci6n del pH sin efecto de ia temperatura. 

Con los tgp calcutados, se observa (tabla 36) que a mayor temperatura y a 

pH’s (1, 2, 9 y 11), se disminuye considerablemente el tiempo en el que se 

encuentra el 90% de metronidazol sin degradarse, y a un pH de 6 el tiempo para 

su degradacién es mayor seguido ligeramente por el pH 4, es importante 

mencionar que a una temperatura mayor el tiempo disminuye para llegar a un 10 

% de degradacién, asi como para un 50 % de degradacién (tr). 

En la figura 26, el efecto del pH se ve caracterizado por una catalisis acido- 

base general, es decir la degradacién de metronidazo! en solucién acuosa es 

acelerada o modificada (“catalizada”) por los iones hidroxilo (OH), (H*), y por los 

par acidofbase de as  soluciones amortiguadoras (HgPO«/H2PO., 

CH3COOH/CH3;COONa, H3BO3/H2BO3), por lo cual presenta un perfil de 

“Velocidad vs pH”, en forma de “V", donde el punto de inflexién es el pH (6) donde 

el efecto de estos iones y de los pares acido/base, es minimo y requiere de una 

mayor energia, asi como de mayor tiempo para su degradaciOn <<carsensen, Connors>>. 

100



Estabilidad del Metronidazol Andlisis de Resultados      

Lo anterior se relaciona con la degradacién de las especies de 

metronidazol, quedando entonces que a mayor predominio o porcentaje de 

especie ionizada de metronidazol, mayor coloracién y mayor porcentaje de nitrito 

obtenido, sin embargo a mayor porcentaje o predominio de especie no ionizada, 

menor porcentaje de degradacién de nitrito por lo cual hay una menor coloracion 

aun a temperaturas elevadas. 

Como se mencioné previamente, el parametro constante de velocidad de la 

reacci6n (K), se ve influenciada por la temperatura, pH y la concentracién de sales 

{fuerza iOnica); <<pa- peng, karim>> Por lo tanto mediante el andlisis de la misma para 

nuestra reaccién podremos determinar las condiciones dptimas de minima 

degradacién dei metronidazo! (materia prima en solucién acuosa) bajo estas 

condiciones. 

Et pH de maxima estabilidad es de 6.0. <ckrauss, 1981, Tu ¥ cols : 1986, Da-Peng>- 
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CONCLUSIONES 

El método analitico desarrollado es exacto, preciso y lineal bajo tas 

condiciones de andlisis establecidas en este estudio. 

Uno de ios productos de degradacién del metronidazol en solucién acuosa 

es el lon nitrito, el cual fue identificado por espectrofotometria y con la reaccién de 

copulacion de sales de Diazonio. 

En lo que respecta a los parametros cinéticos: 

La cinética de degradaci6n de metronidazal en solucién acuosa se ajusta a 

un modelo de primer orden. 

La cinética de degradacién de metronidazol en solucién acuosa, presenta 

una reaccion catalitica Acido-base general. 

Las energias de activacién a los diferentes pH’s de trabajo, se encuentran 

dentro del intervalo de 19 - 24 Keal/mal. 

Los valores tgo y t2 son mayores para pH 6 y 4 respectivamente y menores 

para pH’s extremos (1,2,9 y 11). 

El pH de maxima estabilidad para el metronidazol en solucién acuosa es 6. 
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GLOSARIO 

Absorbancia (A). Logaritmo decimal del inverso de la transmitancia (T). El 

termino “densidad de transmisién interna” puede emplearse como sindnimo de 

absorbancia. 

Absortividad (a). Cociente de dividri la absorbancia (A) entre el producto de la 

concentracion de la sustancia (C), expresada en gramas por litro (g/l), y el espesor 

atravesado por la energia luminosa (B) expresado en centimetros (cm) a=A/BC. 

Algoritmo. Conjunto finito de instrucciones que especifican una secuencia de 

operaciones a realizar en orden para resolver un problema especifica. <<zwass, 

Vladimir. 1987. pp 114>> 

Calibracién Multivariante: Es una técnica quimométrica que requiere de una 

modelacién matematica multivariante y los parametros de los modelos deben 

estimarse estadisticamente a partir de los datos empiricos. 

Coeficiente de absorcién especifica. Se define como el cociente de dividir la 

absorbancia (A) entre el producto de la concentraci6n (C) y el espesor atravesado 

por fa energia luminosa (L); cuando se utiliza el simbolo a, para el coeficiente de 

absorcién especifica, expresada por m’/I<g y por ta formula ag = 100 a. 

Espectro de absorcién. Relacién entre ia absorbancia y ta longitud de onda o 

culesquiera funciones de éstas, representada en forma grafica. 

Espectrofotometria (UV-vis). Se basa en el hecho de que la absortividad de una 

sustancia suele ser una constante independiente de la intensidad de la radiacion 

incidente, la longitud interior de la celda y la concentracién, por la cual la 
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concentraci6n se puede determinar fotométricamente. La banda espectral 

empleada en las mediciones (UV-VIS), se extiende desde las cortas longitudes de 

onda de la zona ultravioleta (190-320 nm) y la zona visible (320-780 nm). 

Espectrofotometria de absorcién. Medida de la absorcién, por las diferentes 

sustancias, de una radiacién electromagnética de longitudes de onda situadas en 

una banda definida y estrecha, esencialmente monocromatica. 

Especirofotometria en la zona visible. Es la medida de la absorcion de ja luz 

visible que generalmente no es monocromatica pero que se selecciona mediante 

el empleo de filtros pigmentados o de interferencia. 

Estadistica multivariada. 

Es una coleccién de poderosas herramientas matematicas que pueden ser 

aplicadas al andlisis quimico cuando se requieren mas de una medicién de la 

muestra. 

Extincién especifica (E 1% 1 cm). Cociente de dividir la absorbancia (A) entre el 

producto de la concentracién de fa sustancia (C), y el espesor atravesado (B) por 

la energia luminosa es decir E 1% 1 cm = 10 a. Esta expresion esta relacionada 

estrechamente con la absortividad. 

Minimos Cuadrados Parciales (MCP). Técnica de descomposicién espectral, la 

descomposicién implica ponderar las concentraciones, lo que significa que los 

espectros de disoluciones con altas concentraciones son considerados de mayor 

peso que aquéllos de bajas concentraciones. La idea del PLS es introducir tanta 

informacién sobre concentraciones como sea posible en los primeros <<loading 

vectors>>. 
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Modelo: Es una aproximacion simplificada de una parte seleccionada del mundo 

real vista desde un punto de vista en particular. 

Scores. Cantidades escalares por las que se multiplican los <<loading vectors>>. 

Solucién amortiguadora. Se llama solucién amortiguadora a un sistema de 

disolucién formado por acidos, bases fuertes o débiles y sus sales, y Acidos 

fuertes, en el cual no se produce cambio notable en la concentracién de iones 

hidrégeno, al agregarle acidos o bases dentro de ciertos limites. 

Transmitancia (T). Relacién entre el flujo de radiacién transmitido por la sustancia 

problema y el flujo de radiaci6n incidente. 

Too. Parametro cinético que se determina a partir del 10 % de degradacién. Este 

concepto es utilizado para establecer fa fecha de expiracién. 
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ASPECTOS DEL METODO ANALITICO 

La validacién de métodos analiticos es parte fundamental del desarrollo de 

una nueva formulacién y de la técnica de andlisis de control de calidad de una 

forma farmacéutica. 

La validacién de un método analitico se define como el proceso por el cual 

queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad de! método 

satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se 

expresa en términos de pardmetros analiticos que proporcionan una medida del 

comportamiento del método y comprende una serie de pruebas sistematicas, las 

<<Baltazar MB 
cuales permiten establecer estos parametros de manera clara y objetiva 

1994, p p 42,84-93>> 

El proceso de validacién es en si una parte integral del desarrollo de 

cualquier método analitico, donde se prueba la efectividad del mismo “NF * 

La validacién de los métodos analiticos es también de particular 

importancia en la investigacién de estabilidad de formas farmacéuticas y de 

plincipios activos, estos estudios son una de las principales pruebas que 

requieren poner en claro el monitoreo la utilidad del monitoreo de farmacos en 

muchos casos. 

CUALIDADES DE LA VALIDACION 

LINEALIDAD 

Es la capacidad del método para asegurar que los resultados analiticos, los 

cuales pueden ser obtenidos directamente o mediante la transformacion 

matemiatica, son directamente proporcionales a la concentracién del activo dentro 

de un intervalo determinado de concentraciones. Es decir, mide el grado en que la 

respuesta de! método se aproxima a una funci6n lineal del tipo Y= mx + 6 al 

trabajar a diferentes concentraciones “Satz 8 1994. ppaessoenccNava FR 994>>, 
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LINEALIDAD DEL. SISTEMA. 

La relacién entre fa cantidad de principio activo adicionada y la respuesta 

obtenida debe dar una funcién linea. 

Se utiliza por lo menos cinco concentraciones, cubriendo un intervalo de 

interés, preparadas por dilucién a partir de la misma solucién stock, realizando el 

analisis por triplicado para cada concentracién. Realizar ta calibracién dos dias 

diferentes “Noe R99, 

LINEALIDAD DEL METODO. 

La relacién entre cantidades adicionadas y cantidades recuperadas de 

| <*Neve F 
principio activo ernpleando ef método analitico propuesto debe ser linea 

R 994>> 

Los porcentajes recuperados y los coeficientes de variacién a cada nivel y 

los globales de todo el intervalo de la linealidad deben estar entre un promedio de 

<<Baltazar M 
recobro de 98-107 % con un coeficiente de variacién menor o igual a 2% 

B 1994, p p.42,84.03>> 

PRECISION 

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando 

el procedimiento es aplicado repetidamente a multiples muestreos de una muestra 

homogénea. La precisi6n de un método analitico es usualmente expresada como 

la desviacién estandar o desviacién estandar relativa (coeficiente de variacién). La 

precision es una medida del grado de reproducibilidad de un método analitico, 

bajo circunstancias normales de operacién. 

La precision de un método analitico es determinada por el analisis de un 

numero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea, de manera que sea 

posible calcular estimados estadisticamente validos de la desviacién estandar o 

de la desviacién estandar relativa. Los ensayos seran andlisis independientes de 

muestras que han pasado por todo el procedimiento analitico desde la 
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preparacién de la muestra hasta los resultados finales de la prueba “FE 19%. pp 77 
778>> 

EXACTITUD. 

La exactitud de un método analitico es fa concordancia entre un valor 

obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como porcentaje 

el recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se les 

han adicionado cantidades conocidas de sustancia <<®al#24"M 8 1884. pp 4284-959, 

El porcentaje recuperado debe estar entre un 98-107% con un coeficiente 

menor 0 igual a 2%. 
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