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INTRODUCCION

Desde el descubrimiento del metronidazol como un e- 

ficaz tricomonicida ( 1) y posteriormente como enebicida

tanto sist4mico como de contacto, ha habido un marcado - 

interés en desarrollar métodos para el análisis de éste - 

fármaco. Habiéndose elaborado métodos de diferentes ti— 

pos: polarogrilficos ( 2, 3, 5), colorimétricos ( 4, 5), es- 

pectrofotométricos ( 5), mierobiol&gicos( 6, 11) y de cro— 

matografla gas- 11quido ( 5, 7, 8). 

A& cuando éstos métodos, principalmente el polarográ- 

fico, se han utilizado frecuentemente para la cuantifi— 

caci6n de metronidazol en flurdos biológicas, se ha ob— 

servado que el método de cromatografla gas -liquido es - 

uno de los mejores, debido principalmente a su confiabi- 

lidad, a su alta sensibilidad y especificidad y a su rela- 

tiva facilidad de operaci6n. 

Una amplia investigaci6n bibliogr4fica ( 2, 91 10), 

demostr6 el hecho de que existen diferencias notables en

la respuesta clInica de individuos tratados con metroni- 

dazol, lo cual hace necesaria una revision de la farmaco- 

cinética, de la bioequivalencia del fáraaco y por lo tan- 

to de los métodos que existen para valorarlo en fluIdos

biol&gicos. 

El objetivo de este trabajo de tesis es implementar

un método para la medida de los niveles de metronidazol, 

en plasma y otros flUidos biolOgicos, por cromatografla

gas -liquido. Intenténdose, ademas, la diferenciaci6n y

cuantificaci6n de los metabolitos del metronidazol. 
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PARTE TEORICA

El metronidazol: 1-( 2- hidroxietil)- 2- inetil- 5- nitro- 

imidazol —

1
C

CKL

es un eficiente trico-monidida, ciendo tanibién muy usado
contra la amibiasis. De éste i£ltimo hecho, sin quitar - 

importancia a la tricomoniasis, se desprende la enorme im- 

portancia que representa, ya que la amibiasis es un pro- 

blema sanitario difloil de erradicar en nuestro país, al- 

canzando cifras apreciables de mortandad y una cifrr al- 

t1sima de morbilidad ( 10). 

En 1962 Cosar y col. ( 11), publicaron un art1culo en

donde comparan los niétodos en que en ese tiempo se encon- 

traban en uso para medir metronidazol en suero y en orina: 
Un método biol6gico basado en la determinaci6n de la

actividad del metronidazol in vitro en contra de Tricomonas

vaginalís. 

Un método polarográfico para medir la corriente de - 

difusión hacia el potencial de semicelda. 

Un método colorimétrico, después de reducir, diazoar

y copular. 

De su estudio coligieron que el método polarográfico

tenla sobre el microbiol6gico la ventaja de la rapidez y
simplicidad, pero la desventaja de que conduce a resulta- 

dos aberrantes; en tanto que el método mierobiol6gico da- 

ba la medida a&s correcta de la actividad parasiticida. 

En lo que atalle al método colorim4trico, éste estudio ed - 

lo le da un valor cualit[.,.-Livo. 
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Sin embargo, desde ese tiempo hasta la fecha, se han

mejorado las técnicas y se han desarrollado nuevos méto— 
dos. De esta manera es como De Silva(

1) en 1970 ( 5), agre- 

ga un paso de cromatografla en capa delgada, después de la

extracci6n para su posterior análisis por cualquierp. de los
métodos establecidos, ael como para su análisis por otro - 

método que presentan: 
cromatografTa gas- 11quidO usando un

detector de captura de electrones. 

Con éste paso, se logra más especificidad en todos los

métodos; sin embargo, es dificultoso Y consume un tiempo a- 

preciable. 

El porciento de recuperaci6n de los compuestos en el - 
proceso de extracci6n previo a la valoraci6n variaba desde

el 60 hasta el 85. aproximadamente. Esto es importante pues

nos indica si la extracci6n utilizada es adecuada o no 10 es - 
Este estudio de De Silva y col. , no está orientado hacia -- 

una comparaci6n de métodos sino a lograr una ampliaci6n de
la sensibilidad del análisis de los compuestos en estudio. 

Lsi, el método colorimétrico lo emplear para detectar des- 
de OZ a 10) Xg/ mlp polarográfico para detectar 0. 2 hasta
0. 3JIg/ í1 y el de cromatografía gas -liquido para detectar de
10 a 20 nanogramos/ bl; de ésta manera el intervalo de sensi- 

bilidad se amplia desde 0. 01 hasta 10fig.M1- 

Ralph y Clarke ( 6) ( 1974), para estudiar la farmacoci— 

nética del metronidazol, utilizan un método microbiol6gío0

que emplea especies de el-ootridios. Tal método se diferenc a

del utilizado por Cosar y col., en que utiliza como micro~ 

organismo de prueba una bacteria anaerobia, 
en tanto que - 

aquel emplea un protozoario: T. vaginalis. 

Sin embargo, en 1975, Speck y col. i ( 12), presentan - 

hallazgos que sugieren que tal método mierobiol6gico podria
estar limitado en su utilidad. Estos hallaz&os, en orina, - 

1): De Silva trabaj& con compuestos nitroimidaz6licos y no
precisamente con metronidazol; de aquI que utilice un detec- 
tor de captura de electrones, ya que és os compuestos dan mJ:j
respuesta o son más sensibles a éste tipo de detector por su
naturaleza quíLica. 
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hacen dudar del hecho de que el metronidazol sea el compues- 

to activo, en virtud de que al realizar un análisis cromato- 

gráfico encontraron actividad anticlostridia no i5ilicamente

en el metronidazol inalterado, sino en otras diferentes sus- 

tancias que se diferenclan en sus velocidades de migraci6n. 

Además, en éste estudio hacen notar que posiblemente los me- 

tabolitos del metronidazol posean actividad antibacteriana, 

pero quizás no tengan actividad antiprotozoica. 

V
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Posibles metabolitos del metronidazol. 

De lo expuesto, se puede concluir que éste método está

limitado, pues no está midiendo i5nicamente la actividad del

metronídazol. 

Particularmente trataremos dos métodos que han sido pu" 

blicados recientemente por diferentes autores y de manera - 

independiente: uno publicado por Midha y col..,,(7), otro por

Wood ( 8), ambos por cromatografla gas- lfquido. En orden cro- 

nol¿gico el estudio de ?%:idha antecede al de Wood. Estos mé- 

todos tienen en comi5n el tipo de detector que utilizan y la
1

manera de tratar ( aunque con diferentes reactivos) el com- 

puesto a identificar y cuantificar: un deteator de ioniza- 

ci6n de flama y la formaci6n de un derivado sililado del

con,puesto ( metronidazolq metabolito, patr6n interno.). 

Difieren en la Tuanera de extraer el metronidazol, en

el patr6n interno y en la fase 11quida usaili. en la columna



eromatográfica. 

De acuerdo con Wood, una ventaja que muestra su méto- 

do sobre el de —¡ dha y col. y es que e! 
patrin interno usa- 

do por él, es coriercialmente
obteníble, mientras que el u- 

tilizado por Elidha y col., no lo es. 

En ambos z,4tOdOs se obtiene un 100 de recuperaci6n en

la extracejin del metronidazol de! 
plasma- Sin embargo Wood

no presenta los resultados de tal recuperaci&n de una mane- 
ra clsray mientras que Midha y col. dan muchos daLtos que a- 

yudan a conocer la manera en la cual obtienen dicho 100% 

de recuperaci6n. 
Esto es, hacen comparaciones entre dos

conteniendo la misma cantidad conocida de metronidazoly U- 
tíl-izando el mismo procedimiento de extracciJn y anillisis; 
visto de 4sta manera, lo que ellos estdn midiendo es repro- 

ducibilidad y no recuperaci6n. 
Se lleg¿ a esta conclusi6n - 

después de muchas pruebas hechas en este trabajo de tesisw
en las cuales no se logrd un 100, de recuperaci6n. 

Un inconveniente del n, 4todo de' Woodt e_s la gran cantí- 
dad de disolvente utilizado en la extraccion y la necesidad

nveniente del 11AStOdO
de una alta pureta del mismo. El ¡ neo

de Vidha y col. , es el hecho de utilizar dos disolventes

en la extracci6n y una mezcla de fases ilquidas en la co— 
lumna cromatográfica. 

Como puede observarse de ésta díscusí&n, el método más

prometedor en la actualidady para el an&lísis de metronida- 
zol e,-, fluidos bio 6gicos es el de cromatografla de gases; 
ya que es especIfico, sensible y reproducible, 

ademas de - 

sencillo y relativamente poco Costoso - 
Debido a ello se emprendi6 el presente

trabajo, con ob- 

jeto de poner a punto un método con las variantes necesarias
para ser utilizado en nuestro medio. 



FARTI PRACTICA

1.- Yaterial

1. 1 Reactivos

a) Para llevar a cabo los diferentes métodos se uti- 

liz6 metronidazol ( I) de los Laboratorios Silanes corres- 

pondiente al lote 51, el cual se purific6 mediante recris

talizaciones sucesivas de acetato de etilo hasta obtener

un punto de fusi6n de 1590- 16000. 

b) El metabolito utilizado fué sintetizado en el De- 

partamento de QuImica Parmacelítica y Productos Naturales

de la Divisi6n de Estudios Superiores de la Facultad de

QuImica de la U. N. A. M. ( ver f¿rinula II) 

c) eloroforino R. A. Merok y Técnica Química. 
d) Acetato de etilo R. A. Productos Quimicos Monterrey

e) Acido b6rico R. A. Baker. 

f) Lentejas de NaOH. Baker. 

g) Acido tricioroacético. R. A. Baker. 

h) Metr-nol absoluto. R. A. Técnica QuImica. 

i) Cluro de potasio. R. A. Baker. 

j) Bicarbonato de sodio. R. A. Baker. 

k) Carbonato de sodio. R. A. Baker. 

1) SulfLto de sodio anhidro. R. A. Tecnica QUÍMica. 

m) Bie- trimetilsililtrifluoroáoetamida. Aldrich Che- 

mical Company, Ino. 

n) 1- Tetradecanol. Aldrich Chemical Company, Ine. 

o) Octadecanol. 

p) mentol. 

q) Decanol. 

r) El plasma fué obtenido de: 

Servicio de Hematologia, Banco de Sangre, Servicio - 

de Transfusiones, Colonia Rom-, lléxicoy D. F. 

El anticoagulante utilizado fué ACD ( acido citrico— 

dextrosa). Plasma de sangre tipo A Rh positivo. 



1. 2 Vidrio

a) Matraces volumétricos de 250 ml. 

b) 11.Fatraces volum4t.¡ cos de 25 ml - 

c) LIatraces volumétricos de 10 ml. 

d) Tubos de ensaye con t¿p6n de rosca de capacidad

de 50 ml. 

e) Pipetas volumétricas de 1 ml. 

f) Pipetas volumétricas de 5 mI. 

g) Pipetas graduadas de 10 ial. 

h) Pipetas de 1 m1 graduadas en décimas. 

i) Pipetas de 1 m1 graduadas en centésimas. 

j) Vasos de precipitados de 50 ml - 

k) Vasos de precipitados de 100 al. 

1) Frascos viales de 5 m1 con base c¿nica. 

m) FrDscos viales de 5 MI - 

n) Jering de 100 mierolitros. Hamílton. 

1. 3 Aparato

Las determinaciones se hicieron utilizando un oro- 

mat6grafo de gases Varian Aerogra h modelo 2100, equipa

do con un detector de ionizaci6n de flama, una coli- na

de vidrio de 122 x 0. 32 cm empacada con OV - 17 al 3 % 

sobre cromosorb W doblada en forma de U. 

1. 4 Gases

los tanques de gas fueron obtenidos de Infra de Vié

xico. Se utiliz6 nitr6geno como gas acarreador a un flu

jo de 25 ml/ min - 
los gases para el detector fueron aire e hidr6geno, 

cuyo flujo se llev6 hasta logr- r un máximo de sensibili

dad en cada uno de los experimentos. 

2.- Vtodos

2. 1 Determínaci6n de metronidazol libre. 

a) B& queda del patr6n interno. 

Se hicieron experimentos para, determinar metroni- 

dazol libre, sin nnnesidad de la formaci6n de derivados. 

Para- ello, se buiaü,-j iui compuesto que sirvitra coi-,o pF- 
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tr6n interno. De los compuestos que se encontraban en - 

el laboratorío Ec prob6 M.entol, Decanol y Octadecanol; 

siendo éste i5ltimo el que mejore -j resultados ofreci6, 

como puede observarse en el cromatograma de la figura

nibero 1. las caracteristicas que hacen adecu--do a és

te compuesto son: 

1) Tiempo de retención lo suficientemente diferen

te, cómo para no confundirlo con éste. 

2) El detector es sensible a éste alcohol, dando

una respuesta aproximadamente 5 veces mds grande que - 

para el metronidazol mismo. 

Una de las principales desventajas de! octadeca— 

nol es que no se encuentra en una forma pura comercial

mente, sino que se encuentra formando una mezcla; sien

do detectados pequeflos picos en el eromatograma corres

pondiente. Sin embargo, los picos son pequerios al m a - 

la sensibilidad a que se opera el cromat&grafo, adem' s

de que no int rfieren con ninguna de las seílales de

interés. De éstn manera fué que se seleccionó el al— 

cohol octadec líco como patrón interno. 

b) Biísqueda de las condiciones de operación. 

En ésta b4squeda se tomó en cuenta la. información

dada en la liter,,tura ( 8). Es decir, se oper6 en un — 

principio a 16000, pero como los tiempos de retención

eran grandes ( 8 y 10 minutos para el metronidezol y - 
el patrón interno, respectivamente), se optó por in— 

crementar la temperatura de la columna a 19000, d<;ndo

como resultado el cromatogreyna de la figura 1, en el

cual los tiempos de retención disminuyeron apreciable

mente. Asimismo la rapidez de la carta se varió hasta

obtener la resolución dada en la figura 1 ( 0. 5 pulga- 

des/ minuto). 

Al incrementar la temperatura de la col= ma, 

como consecuencia debe aumentarse la temperctura del

detector e inyector. AsI, de 2100C reportz-da en

se increment6 a 2400C. 

Con respecto a los gases, 1,—s condiciones son

las dadas en 1. 4. 
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En resunen, se obtuvieron lrs siguientes condicio- 

nes de operaci6n: Temperatura de la columna: 19000

del detector: 2400C

11 inyector: 2400C

Rapidez de la carta: 0. 5 pulgadas/ minuto

o) Linearidad

Se elaboraron curvas de calibraci6n mediante los si

guientes pasos: 

1) Pesar 5 miligramos de metronidazol y diluir

hasta la marca en un matraz volumétrico de 100 m1, con -- 

cloroformo. Esta es la soluci6n A, con una concentraci6n

de 50 mierogramos/ mililitro. 

2) Se toma un milílitro de la soluci6n A y se

coloca en un frasco vial de 5 mililitros, se evapora el

cloroformo y se agrega un mililitro de la soluci6n del - 

patr6n interno. Corresponder& a la soluci6n B, que contie

ne 50 microgramos/ inililitro de metronidazol. 

3) Se tomLn dos mililitros de la solucion A, - 

se colocan en un frasco vial de 5 mililitros, se evapora

el cloroformo, se le agrega un inililitro de la soluci6n - 

de patr6n interno y se tiene la soluci6n C, con una con— 

centraci6n de 100 mierogri mos/ mililitrc> de metronidazol. 

4) Se toman tres mililitros de la soluci6n A, 

se colocan en un frasco vial, se evapora el cloroformo, 

Be le agrega un mílilitro de la soluci6n de patr6n in— 

terno y se tiene una soluci6n D, que contiene 150 miero

gramos/ mililitro de metronidazol. 

5) Se toman cuatro mililitros de la soluci&n A

se colocan en un fr-2.sco vial de 5 mililitros, se evapo- 

ra el cloroformo, se ngrega un mililitro de la soluci6n

de patr6n interno y se tiene la soluci6n E, que contie- 

ne 200 nlicro,,ramos/ inililitro de metronidazol. 

6) Se toman 5 mililitros de la solucion A, se

colocan en un fr_,.sco vial de 5 milílitros, se ev,-,.PO-ra - 

el cloroformo, se agrega un mililitro de la soluci4n de

patrdn interno y se tiene la soluci&n F, que contiene - 

250 microgranos/ mililitro de metronidazol. 



Para la prepar,-,cidn de la soluciJn de patr&n inter

no, se pesan 10 railigramos de alcohol octadecIlico y se

diluyen hasta la marca en un matraz aforado de 100 mil¡ 

litros, con cloroformo. 

Una vez realizado lo anterior, se procedid a inyec

tar cada una de las muestras al crom,.t6grafo, bajo las

condiciones descritas anteriormente. Se obtuvo la gr'j- 

fica que se muestra en la figura 2, con los datos que - 

se muestran en la tabla 1. 

Se elabor6 ademds una curva de calibraci&n con un

intervalo de concentraciones desde 5 mierogrEinos/ milí- 

litro hasta 200 mierogramos/ mililitro; para la elabora- 

ci6n de ésta cux-va se procedi6 de la manera siguiente: 

1) Se hizo una soluci6n de metronidazol con

una concentracidn de 200 mierogramos/ mililitro, en clo- 

roformo y se hicieron diluciones para la obtenci6n de - 
soluciones de 150, 100, 50, 25, 10 y 5 mierogramos/ miUl

litro. 

2) Se coloca un mililitro de ci- da una de las

soluciones en sendos frascos viales con capacidad de 5 - 

mililitros con base c6nica. ( Estos frascos se hicieron

fabricar en el taller de vidrio de la Facultad de Qul- 

ea de la U. P. A. M.). 

3) Se evapora el cloroformo, ya sea mediante

un evaporador de nitr6geno o mediante el artef-,cto re- 

presentado en la figura 3. 

4) Se redisuelve con 0. 1 mililitros de meta— 

nol y 0. 1 mililitros de la soluci6n de patr&n interno. 
Las muestras se inyectz-n al crom--t6grafo, obtenién

dose los resultados i ostrados en la grafica de la figu- 

ra 4, con los datos de la tabla 2. 

Se observe que el coeficiente de correlacidn dismi- 

nuye al ampliar el intervalo de concentraciones. De to- 

do lo anterior se observa que existe lineGridad en un - 

intervalo amplio de concentraciones ( de 5 a 200 micro— 

gramos/ miAlitro). 
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d) Bi5squeda del pH de mejor extracci6n. 

Je prepararon soluciones regulaGoras de pl-1 2, 6 y
7 para observ= el rendimiento de extracci6n, de la si- 

giiiente m,-nera: 

Soluci6n reguladora de plI 2

Se colown 62. 5 mililitros de soluci6n de cloruro - 

de potasio 0. 2 Y en un matraz volumetrico de 250 m1, se

adicionan 16. 25 mil¡ itros de soluci6n 0. 2 Y de ácido, - 

clorhídrico y se lleva hasta la marca con agua destilada. 
Soluci6n reguladora de pH 6

Se colocan 62. 5 m1 de soluci6n de fosf-,to monopotá- 

sico 0. 2 Y en un matraz voltunétrico de 250 m1, se - gregan

7 m1 de soluci6n de BaOH 0. 2 LI y se lleva hasta la marca

con agua destilada. 

SoluciiSn ~ ladora de PH 7

Se colocan 62. 5 m1 de soluci6n de fosfato monopot,- 

sico 0. 2 M en un matraz volumétrico de 250 m1, se agregan

36. 37 m1 de soluci6n de NaOH 0. 2 Y y se lleva h?-sta lr-, - 

marca con agua destilada. 

Se preparan adem&s soluciones de metronidazol a di- 

ferentes concentraciones ( 10, 50 y 100 inicrograxios/ ml), 

con cada una de est --.s solucion s, de 1,-_ siguiente mane- 

ra: 

i) Se pescn 10 mg de metronidazol y se diluye

hasta la marca en un matraz volumétrico de 100 m1 con - 

cada una de las soluciones reguladoras. Se tienen las - 

soluciones C, con una concentraci6n de 100 microgramos/ 

mililitro. 

ii) Se toman 5 m1 de la soluci&n C y se dilu- 

yen hasta la marca en un matraz volumétrico de 10 m1, - 

con soluci6n de cada uno de los pH. Se tienen solucio— 

nes B, que contienen 50 microgr= os/ m1. 

iii) Se toma un mililitro de la soluci6n 0 y

se diluye hasta la mqrc& en un matraz volumétrico de 10

mililitros con soluciones de cada uno de los pH. Se tie

nen soluciones A, que contienen 10 mierogrm-os/ nil. 

la extracci&n del metronidazol se lleva a cabo me- 

diante el m4todo que e cescribirá en la siguierte sec 
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ci6n. La iínica modificaci6n que tiene éEte, es el paso 1

ya que no se lleva a un pH 8. sino que directamente se - 

extrae al pH de la soluci&n correspondiente ( 2, 6 y 7). 

En términos generales se logr6 observar que medi- 

da que aumenta el pR, se iner renta el rendimiento de la

extracci6n. No se hicieron mS's experimentos acerca de ds

te t6pico debido a que en la literatura ( 1' idha y col., y

de Silva y col.,) reportan esto mismo, es decir, que el

rendimiento de extracci6n aumenta al aumentar el pH. 

e) Método

De todo lo ant riormente expuesto y tomando en cuen

ta la tecnica d scrita por 7ood ( 8), se desprende el si- 

guiente método para curntificar metronidazol libre: 

1) Tomar un mililitro de la soluci&n de metro- 

nidazol y llevarla a pH 8. 
2) Extraer con cloroformo. 1 x 209 1 x 10 y — 

1 x 5. 

3) Juntar las fases clorof&naicas y evapprar - 

el cloroformo ( usar rotavapor para mayor rapidez). 

4) Pasar el metronidazol del matraz a -un fras- 

co vial de base c6nica con capacidad de 5 ril, con dos m1

de metanol. 

5) Evaporar el metanol ( con evaporador de nitr6

geno o bien con el artefacto presentado en la figura 3).' 

6) Colocar en el frasco vial 0. 1 m1 de metanol

y 0. 1 de patr6n interno. 

7) Se inyectan al eromat<Sgr,-.fo 1- 5- 1. 7 mieroli

tros de la muestra. 

Las condiciones del cromat6grafo son las descritas

en 2. 1. b. la sensibilídad era de 10- llamperes/ segundo; 

con atenuaciones electromét--icas variables de acuerdo a

la concentraci6n de la muestra. Haciendo posteriormente

correcciones por atenuaci6n. 

Finalmente, se observa que al Ilevar a cabo las ex- 

tracciones correspondientes a diferentes co-ncentraciones

de metronidazol, la cantid d mInima. detectable es del or
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den de 2. 0 aderi-AS de prcuentarse el fend- 

meno tle " coleo" ( ampliacidri en la br.s<_ de la seíla1). 

2. 2 Deberiu:lnaci<5n de íiietl,,.>iiidazol sililado ( en uolu- 

cidr rejuladora): 

a) Patr6n interno y condiciones de operaci6n
l'ara e.sta aetel-fjiiriacidn oe utiliz6 el patr¿rn interno

y la3 condiciones reportadas por Wood ( 8): 

Patr6n interno: te tralecanol

Temperatura de la coliurLna 16000

Temperatura del detector 21000

Temperatura del inyector 2100C

La rapidez de la carta fué de 0. 25 pulgadas/ min. 
Con respecto a los gases, las condiciones son las -- 

mismas conteniclas en la secci6n 1. 4. 

b) Método

Ya que en la literatura ( 8) se rei or-ua un píll de traba- 

jo de 8 unidades, encontrándose además que a medida de que

aumenta el pH aumenta el rendimi.ento de extr<acci6n ( has- 

ta plI 9. 0 después del cual el rendimiento decrece, de acuer- 

do a lo reportado por Iy.' idha y col., y De Silva y col., ( 7) 

y ( 5) respectivamente), se adopt6 este pH para la técnica

de extracci6n a realizar. Esta técnica result6 en lus zii-- 

guientes pasos: 

1) Un mililitro de la soluci6n reguladora. Se lleva a

píll 8 si no lo está. 

2) Se extrae el metronidazol con cloroformo: 1 x 20, 

1 x 10 Y 1 x 5 - 

3) Se juntan los extractos elorof6rmicos y se les a— 
grega sulfrto de sodio anhidro para eliminar el agua. 

4) Se decanta el cloroformo en un matraz pera, se adi- 

cionan 0.]. m1 de taia soluci6n de tetradecanol que - 

contiene 50 microgramos/ m1 en cloroformo y se eva- 

pora a sequedad ( en rotavapor). 

5) Se pasa el residuo del matraz a un frusco vial de

5 ml. con base c6nica utilizando para ello 0. 5 ml. 

de metanol absoluto. 
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61 So evapora el metanol con evaporador de ni- 

trdgeno o mediante el artefacto mostrado en la figura 3. 

7) Se aGre.- 50 mierolitros del bis- trimetil- jan

sililtrifluoroacetamida ( agente silílante) y re tapa el
frasco con un tup6n recubierto con tefl6n. 

8) Se m,-ntiene la reacci&n a temperatura am— 

biente y en la oscuridad por un minimo de cuatro horas. 

9) Se inyecta un mierolitro al cromat6grafo. 

Las condiciones del eromatigrafo son las descritas

en 2. 2. a. la sensibilidad en amperes/ segundo se mantuvo
11

en 10– , variando las atenu:-,ciones electrométricas en ca

da una de las pruebas. Resultados de estas extracciones

se observan en la gr' fica de la figura 5, elaborada con

los datos de la tabla 3. 

2. 3 Determinaci6n de metronidazol en plasma. 

a) Usqueda del disolvente para la extracci6n del - 

metronidazol. 

Se probaron disolventes tales como acetato d: etilo, 

una mezcla de cloruro de metileno–éter etIlico y cloro~ 
formo. Se observ6 que al mezclar un mílilitro de pli= a

con los dos primeros disolventes, las proteInas se emul– 

sificaban impidiendo de este manera proseguir con el méi.. 

todo descrito en 2. 2b, mientras que con cloroformo el — 

problema que se presentaba era que las proteInas haclan

difIcil el extraer la fase olorof6rmica, puesto que pre– 

cipitan y permanecen en la capa superior. Es por lo ante

rior que se opt6 por desproteinizar las muestras plasmá– 

ticas y seguir la técnica descrita en 2. 2. b. 
b) Desproteinizaci6n de la muestra plasmática

Existen una gran varíedi-.d de métodos para desprotei

nizar, tales como precipitaci6n por adici6n de disolven&- 

tes miscibles, mediFnte precipitaci6n dependiente de la

formaci6n de s, -,les insolubles, mediante precipitantes a– 

ni<Snicos ( alcido tricloroacético, & cido t ingstico, & cido

percldrico, etc.), precipitantes cnti(5nicos ( zinc, zinc

más brrio, cobre), ultrafiltracidn, etc. ( 12). 
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De entre todos éstos métodos se selecciond el de pr e

cipitantew ani6nicos, por ser el mas comi5n en la rutina. 

de análisis clínicos. El precipit! nt( selefcion-l o

ácido tricloroacético por ser el iui' s f2cil de conseguir — 

en el laboratorio rutiwrio. 

Las técnicas normales de desproteinizaci6n diluyen ~ 

la muestra plasmatica aproximad: mente de 1 a 10, lo cual

no conviene a nuestros fines, pues disminuiría la canti— 

dad mínima detectable. Se realizaron v—rias pruebas con — 

diferentes volumenes de ácido trieloroacético al 5 % has— 

ta que se lleg6 al volumen preciso para. precipitar todas

las proteIn--s plasMV'ticas en la muestra. Estc, volumen re— 

sult6 ser de un mililitro. 

e) Extracci6n del metronidazol

Al seguir la técnica descrit-- en 2. 2. b. se tiene que

es neceonrio llevar a p1i 8 la muestra libre de proteínas. 

Se decidi6 probar si era mejor con una soluci&n reguladorr

de pH 8 o con una soluci& de NaOH. 

Se probaron diferentes concentraciones de NaOR de tal

n,nera que el volumen utilizado fuera mínimo p:.-ri llevjx

a pH 8 la muestra. De esta manera se lleg6 al volumen de

0. 35 m1 de NaOH 0. 4 M. La soluci6n reguladora utilizada

en este experímento fué de carbonatos9 prepeexada en la

siguiente forma: 

1) Pesar 28. 62 gramos de carbonato de sodio y

en un matraz volumétrico de 1 litro llevar hasta le, m= ca

con agua destilada. Estt solucí6n tiene una concentrcci6n

0. 1 M. 

2) Pesar 8. 4 gramos de bicarbow,to de sodio y

en un matraz volumétrico de 1 litro llevar hasta la marca

con agua destilada. Este soluci6n t.-,mbién es 0. 1 Y. 

Viezclar un volumen de carbonato de sodio 0. 1 M por 9

volumenes de bicarbonato de sodio 0. 1 Vi. 

Los resulta, os de e --te experiraerito ce reporti,n en la

tabla 4. En ella se puede observar que llevr.ndo a pIl 8 -- 

con l''.OH 0. 4 M, se aumenta el rendimiento de extracci6n. 
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d) Método

De los experimentos expuestos anteriormente se obtu

vo el ciguiente m4todo de cuE..ntificaci(Sn: 

1) Un mililitro de pli:,sma conteniendo metronida

zol se desproteiniza con un mililitro de élcido tricloro- 

ac4tico al 5 1. 
2) A un mililitro del filtrado libre de protel

nas, se le aere¿an 0. 35 m1 de ? ZaOE 0. 4 Y para tener un - 

pH aproximado de 8. 0. 

3) Se extr- e el metronidazol con cloroformo. 

1 x 20, 1 x 10 y 1 x 5. 

4) Se juntan los extractos clorofJrmicos y se

les agrega sulfato de sodio anhidro para eliminar el a- 

gua. 

5) Se dec,, nta el cloroformo en un matraz pera, 

se adicionan 0. 1 m1 de una soluci6n de tetradecnol que

contiene 50 micogramos/ ml en cloroformo y se evapora
a sequed,-2, d en rotavapor. 

6) Se pasa el residuo del matraz a un frasco

vial con base c6nica, utilizando para ello 0. 5 m1 de me- 

tanol absoluto. 

7) Se evf:-pora el metanol ( en un eva,:ore-dor de

nitr6geno o en el art --facto representado en la figura. 3). 

8) Se agregan 50 mierolitros del reactivo sil¡ 

lante, bis- trimetílsililtrifluoroacetamida, se tapa el - 

frasco con un tap6n recubierto con tefl6n. 

9) Se m=—tiene la reacci n a temperaturc- am— 

biente y en la oscuridad por un mInímo de cuatro horas. 
10) Se inyect- un mierolitro al cromat6grafo. 

Las condiciones son las d!, das en 2. 2. a. 

e) Linearidad

Se hicieron curvas de calíbraci6n de muestrE-s plas- 

in,l'ticas cuyo intervalo de concentr--ciones era de 1. 0 a - 

10 microgramos,/ml. Los resultados de e ---tos experimentos

se pueden observar en la fi,-,ura 6, obtenida de loc d - tos

de la tabla 5. En sllos se puede observar- lu linea-- 

ridad es- -, 3eptnble puesto que su coefic.i-!-,t-, dc correla- 
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ci6n es cerc2no a imo. 

f) Reproducibilidad

Para cum.tific r metronidazol en muestras que se des

conoce su concentraci6n, es neceserio hacer una curv_- de

calibr—ci6n e interpol-r el resultado obte.nido en la -- 

muestra problema. En este punto se present6 un problema

muy importante: la curva de calibr, cidn debe ser hecha - 

de soluciones patr6n de metronidazol en cloroformo, de - 

soluciones patr6n de metronidazol en soluci6n reguladora

tratada exactamente i-_-ual que la muestra plasmI' tica pro- 

blema, o bien de soluciones patr&n de metronidazol en -- 

plasma trat- das exact ---ente igual que lp mue, tra pl i£;md- 

tica problema. 

Compai-ativamente, el rendimiento de extr-.ccidn es - 

menor en plasma que en saluci6n reguladora ti-atada, de i

gual manera. Es por esto que se prefiere hace- la ei,._rVa. 

de calibraci6n de soluciones patr&n de metronidazol en - 

plasma tratadas exact2flkente igual que la muestrn plasE4- 

tica problema. 

Coj, o se mencion6 en lp pn.rtc te&ric í, lo que se mide

es reproducibilidad y no recuperaci6n. Es por esto que - 

hicieron pruebas de reproducibilidad para obtener el coe

ficiente de variaci6n y la desviEici6n estándar del ni4', o(. o
presentado en 2. 3. d. y de ésta manera darse cuenta c6mo
est& funciow_ndo el método. Se prepararon soluciones de

10 riicrograirios/ ml de metronidazol en plasma y se obtuvie
ron varias. muestras. Estas muestras fueron trateAas como

se describe en 2. 3. d. 

Los resultados de estos experimentos se presentan

en las tablas 6 y 7. Se deduce de ellos que el método

presenta algunos problemas en cu-mto a reproducibilidrad, 

los cuales son discutidos posteriormente. 

2. 4 Identificaci6n de metabolitos de metronidazol

Iz identilicaci6n de = o de los metabolitos del me- 

tronidazol es l osible me,- i nte el método deL2;crito en la

secci6n 2. 3. d. El met -,bolito identificado es el l' Cido 2- 
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Metil- 5—nitroimidazolil- 1— acb"tico. De una soluci6n plas

mEftica del metabolito, de concentra,ci6n de 25 iLicrojra 

mos/ m1, se obtuvo una muestr,,j, de un inililitro qae fué -- 

tratada como en 2. 3. d., obt ni4ndose el crom,.tob-rama pi e

sentado en la fígura 7. Como se puede observer, el tiem— 

po de retenci6n es lo suficientemente grande ( 7. 6 minu-- 

tos) como para diferenciarlo del tiempo de retenci6n del

metronidazol ( 4 minutos). De aqu:r que este método sea re

comendable para la identificaci6n y cw-ntificaci6n ( si — 

asl se d, -sea) de metabolitos del metronidazol. 
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RESUMADOS

En la figura 4 se elimin6 el punto correspondiente

a 200 ii ic-rogramos/ inl por considerarlo un valor aberi-nnte. 

1,as muestras de los resultados presentados en la fi

gura 6, figura 8 y tabla 5 fueron obtenidas de soluciones
plasmUticas de metronidazol. 

Las explicaciones de cada una de las figuras y tg— 
blas, se encuentran en la parte pi-Jetica. 
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TABLA il

C onc. Conc. 
Area

Metron. Promeclio Desvia— Coef i ciente

M etron. T e t r a - 

34

39

Cion de

mcg/ ml
decanol

I mcg/ ml

Area

Tetradec. 

10

Esta-idar Var'iac; 4; n

10. 0 SO- 0 0. -S 7

0. 3/ 0. 037 le. S' Y. 10. 0 50. 0 0. 3  

10. 0 SO. 0 0, 70

TABLA 7

Conc. 

Metron
mcq/ rni ' 

Conc. 

Tetradec. 
mcg/ ml

Area

M. trº. n,. 
111--lez.. 

N. medio

I) esv,,, — 
c, 6" 

Estandar

Coeficiente
de

V3riac¡¿n

10 50 34

39 037 9 - 5 Q/o

1

10 4% 40

10 ja 40

10 13 43
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DISCUSION

lor autores que han realizado trabajos similares al

descrito en este estudio son Midha y col., ( 7) y ' Wood — 

8). 

Los resultados presentados por Midha y col., son si

milares a los encontrados en este trabajo de tesis en

los siguientes puntos: 

1) En cuanto al pE de mejor rendimiento de extrac— 

ci6n, ellos encontraron que al incrementar el pH de la - 

misma, se incrementaba el rendimiento. Esto era verd-rkd - 

hasta pH 9. despues del cwil el rendimiento comienza a - 

disminuír apreciablemente. En nuestro trabajo también se

confirm6 este hecho, hasta un pH de 7. Esto puede obser- 

varse en la parte práctica secci6n 2. 1. d. 

2) Ls cantidad m1nimadetectable sin la fonnaci n de

un derivado del metronidazol ( metronidazol libre) repor- 

tada por estos autorec.,es de aproxim- daMente 2 microgra- 

mos/ 11. Mencionan, ademas, que se presenta el fen6meno - 

de " coleo» ( la setal en su partc basal se extiende). En

nuestro estudio, este fenkeno puede observarse en la fi

gura 1. 

3) El coeficiente de variaci&n reportado paro bajas

concentraciones es similar al encontrado en este trabajo. 

Estos resultados se pueden observ&r en las tablas 6 y 7. 

No se encontraron resultados como los reportados por

Wood, ai1n cuando la mayor parte del método desarrollado

en esta tesis estaba órientado por el trabajo de ése au- 

tor, el cual no reporta dztos de metronidazol libre, ni

la raz6n por la cual seleccion6 el pE de extracci6n. 

Debido al método de cuantificaci6n, existen alEmas

diferencias entre los resultados obtenidos en este traba

jo de tesis y los re ^ ortados en la literatura ( 7 y 8): 
a) El coeficiente de variaci6n, dado por manipula— 
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ciones del m, todo de extraocién fundamentalmente, es al- 

to si pensenos deterlainir cantidades pequehas de metroni

dazol. 

b) El rendimiento en la extracci&n es bajo con res!- 

pecto al trabajo de Wood. ( 8). Sin embargo este autor no

reporta claramente como hace los c& loulos de las muestras

analizadas. 

e) Con respecto al método de Tood, las seffales co— 

rrespondientes almetronidazol y patr6n interno, se in— 

vierten, como se puede observar en la figura 8. 

El método de cuantificaci6n ( extr,,.cci6n y condicio- 

nes de operaci6n del cromat6grafo) aún cunndo orientado

por el trabajo de los autores antes mencionados, contie- 

ne algun,--,.s diferenciasi

i) Extracci6n

1) Para llevar a oabo estP parte, en este

trabajo se desproteiniz6 la muestra antes de comenzar. 

En tanto que en U, liter.,,tura ( 7, 8), desroteinizan con

el mismo disolvente de extracci6n. 

2) Illidha y col., empleDn una mezcla de - 

disolventes ( cloruro de metileno- 4ter etIlico) para la - 

extracci6n. En e., te punto cabe seilalar que 19ood no repol: 
ta que tipo de cloroformo utiliza en la extra.cci<Sn, mien

tras que X.idha y ool., mencionan que deben ser grado es- 

pectro. Para el presente estudio se utilizi cloroformo - 

R. A. destilado tres veces por frD.ccionamiento. Esto se - 

hizo debido a que el cloroformo R. A. presenta muchos pi- 

c,os en el cromntograma; esto debido, a su vez, a una al- 

ta concentr,?ci6n de impurezas al manejar grandes volume - 

nes de cloroformo que deben evaporarse pare inyectar en

el crom- t6grafo aument! ndo asi la cantidad detectada. de

impurezas no -volatiles. 

3) Vidha y col., difieren en el reactivo

para formar el derivado del metronidazol, as como el pa

tr6n interno utilizado. 
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ii) ConCicion- s de operaci&n

1) La colunma eromctogr' fica es C.i.l' erente. lui— 

dha y col., utilizan una mezcla dc- fases lfquidas ( Apie- 

zon L al 1 %, ultrafase SE - 30 al 0. 5 % y OV -7 al 5 -); — 

Wood emplea OV - 1 al 3 % y en el presente estudio se uti— 

liz6 OV - 17 al 3 %- 

2) Midha y col., operan la columna cromatogra— 

fica a una temperatura menor que la de Wood y el 1,re-,,en— 

te trabajo. 
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CONCLUI-ION1113

Del ani lisis de los expuesto en el presente estudio, 

se deduce que el método desarro1lado presenta las siguien- 

tes ventajas: 

a) El empleo de una muestr-. libre de proteInas. Lo— 

grando con esto una mejor manipulaci6n de la muestrc. 

b) El uso de una fase liquida y un solo disolvente pÉl
ra la extracci6n. Con respecto al método de Y¡ dh_- y col., 

quienes hacen uso de ima mezcla de frses 11,__uidos y una

combinaci6n de c' icolventes par- la extracci6n. 

e) El uso de fr—.scos viales con base c6nica pr-ra con- 

centr r la, muestra y obtener una mayor sensibilidad del m¿ 
todo. 

d) La inversidn del orden de - eteccidn de las se7,ales

para el metronidnzol sililado y la referencia interna. De

est,, manera el compuesto cuya seilal se encuentra al fina- 

lizar la satal del agente silil,:nte, es el patr6n interno

y no el metronidazol ( como en el ji4todo de rrood). Esto re- 

percute en una minimizaci6n del error debido a la se. lecci6n

de la lInea base, al cuantificar. 

Tiene como desventajas: 

a) El uso de gri4ndes volumenes de cloroformo, el cual

debe ser tridestilado o ser gr- do espectro. Esto d1timo se

rla otra desventaja, ya que el reactivo de este gri-do es - 

costoso. 

b) Con respecto a Midha y col., y Wood; la sensibili" 

d -d del método es menor, ya que llídhP y col., reportrm con

centraciones aete,,,tad;.s de 0. 5 m¡ cro¿;r_moc/¡ l de metronida

zol. En tanto que * rood reporta concentr-.ciones de 0. 25 mi- 

crogr,-mos/ mi. ( t6mese en consid raci6n que ",Vood emplea 2 - 

mililitros de plasma p,,ra su análisis, mientras que en el

c_ -so de! método Cesarrollado por 1,' idha y col. v y el presen

te trabajo se emplea un mililitro de pluxma). En el pre— 

sente estudio se logr6 detectar concentraciones de 1. 0 mi- 

crogramios/ 11 de metronidazol en plasma. 
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Por lo anteriormente expuesto:# se piensa que el m4to- 

do que ce presenta en ei te tri -bajo, ec- r-,clecuado p r l, — 

cu= tifict-,cidn de metronidazol en pli,sma por crom,-:,to,,raf:La

gas- 11quido y es susceptible de mejorarse en caso de que - 
asi se requiera. 
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