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I 

INTRODUCCION 



l. Anteceñentes. 

El descubri:niento del 2-nitroimiñazol (Nakamura 1955) 

y la demostración de sus propiedades tricomonicidas (Horie 1956) 

abrieron el camino para la sintesis química y estudios biolÓgi­

cos de muchos nitroimidazoles. Cuclder en 1955 mostró que el 

2-acetamido-5-nitrotiazol poseía propiedades tricomonicidas. 

Perl en 1956 encontró que este fármaco era efectivo en el trat~ 

miento de tricomoniasis humana, pero desgraciadamente el efecto 

curativo era muy lento. En 1959 Cosar y Julou publicaron la ac­

tividad tricomonicida del 1( ~ -hidroxy-etil)-2metil-5-nitroimi­

dazol y mostraron que era mucho menos tóxico que los otros com­

puestos que se habían estudiado. En 1960 se encontró que una d~ 

sis oral de este fármaco impartia actividad tricomonicida al S§. 

men y a la orina y se mostró el ráy>ido poder curativo tanto en 

mujeres como en hombres que sufrian de tricomoniasis. Subsecueu 

tes experimentos han demostrado que la administración oral de 

este fármaco, llamado actualmente metronidazol, nuede curar una 

alta proporción de individuos infectados por Trichomonas vaginª­

lis. 

2. Importancia del J.ietronidazol. 

El metronidazol es actualmente un fármaco de eran uti 

lidad como tricomonicida y amebicida (1). Es un tricomonicida 

sistemático muy efectivo en el tratamiento de infecciones causª­

das por Trichomonas vaginalis tanto en el hombre como en la mu­

jer. Tiene un efecto más eficaz por vía oral pero también puede 
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ser aplicado intravaginalmente. Se ha probado que es también 

muy efectivo en el tratamiento de amibiasis intestinal y ami­

biasis extraintestinal. Además, ha sido siempre considerado co­

mo un fármaco de baja toxicidad, aunque en estudios recientes 

se ha visto que sí puede afectar con el tiempo. Los efectos co­

laterales más comunes que produce el metronidazol son: náusea, 

diarrea, anorexia, molestias epi~ástricas y dolores abdominales. 

Durante el tratamiento con metronidazol el paciente debe dejar 

de tomar bebidas alcohólicas. (1) 

3. Descripción y Características del Netronidazol. 

El metronidazol es el 2-metil-1-etanol-5-nitroimida-

zol cuyo nombre comercial más conocido es Flagyl y su fórmula 

es la siguiente: 

tJ- C.H 

u ll 
..-e <?. 

a~ '-N/ 'No 
~ 1 ;¿ 

C!ll:~. eH,. 011 

Es un fármaco en forma de cristales o polvo cristalino de color 

blanco o amarillo pálido, inodoro, estable al aire, obscurece 

al ser expuesto a la luz, funde entre 159 y 1630C y es bastante 

soluble en agua y alcohol (l. O y o. 5 g/100 ml a 20°C respectivª=. 

mente). 

El metronidazol se prepara condensando, por calenta-

miento, el 2-metil-5-nitroimidazol con un gran exceso de clorh1 

drina. Después de eliminar la clorhidrina, el resíduo se extrae 
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con agua y después de alcalinizarla se extrae con cloroformo. 

Este disolvente se evapora a sequedad y el sólido obtenido puede 

recristalizarse con acetato de etilo. (U.S. Pat. 2, 944,061) 

(2). 

4. Necesidad de un Método Analítico para Metronidazol: en 

Plasma. 

Los individuos que responden débilmente al metronida­

zol, presentan bajos niveles del fármaco en el plasma, hecho 

que se relaciona a una absorción deficiente o a un rápido meta­

bolismo del metronidazol. 

Es por esto que ha sido necesario efectuar estudios 

farmacocinéticos de este fármaco. Para llevar a cabo estos est!J.. 

dios se debe disponer de un método analítico que sea sensible, 

específico y rápido. El método debe presentar una cantidad míni 

ma detectable de l~g/ml; alta especificidad, ya que durante el 

metabolismo del metronidazol habrá en el plasma compuestos de 

estructura muy semejante a él; y ser lo bastante rápido para p~ 

derse aplicar como análisis de rutina. 

5. Métodos Analíticos Existentes. 

A la fecha se han desarrollado varios métodos analít1. 

ces químicos y microbiológicos para metronidazol en plasma y en 

orina. A continuación se describen brevemente los principales 

métodos químicos: 

-4-



a) M'todos Espectrofotom,tricos. (3, 4) 

Estos métodos estan basados en la hidrólisis alcalina 

del nitroimidazol lo cual da como resultado la liberación este­

quiométrica del ión nitrito, el que se determina llevando a ca­

bo una diazoación de la sulfanilamida en medio ácido para for­

mar la sal de diazonio que se trata con un compuesto copulante 

como el reactivo de Bratton-Marshall, N-(1-naftil)-etilendiami­

na~ formándose un compuesto colorido que puede determinarse es­

pectrofotométricamente. La cantidad mínima detectable que puede 

obtenerse mediante estos métodos oscila entre 0.5 y l.O;tg/ml. 

Estos métodos no son específicos por lo que es necesario reali­

zar previamente una separación por cromatografía en capa fina; 

además resultan bastante laboriosos. 

b) Nétodos Polarográficos. (4) 

Estos métodos se basan en la reducción electroquími­

ca del grupo nitro del metronidazol al grupo amino, en un 1nedio 

de NaOH 0.1 N. Son métodos rápidos pero no específicos; el mí~ 

mo detectable es de 0.3 }{g/ml. 

e) Métodos Cromatográ~icos. 

Los principales métodos analíticos por cromatografía 

en fase vapor que se han desarrollado son los que se describen 

a continuación: 

De Silva (lt) desarrollÓ un método para cuantificar el 

metronidazol por cromatografía en fase vapor, empleando un deteQ 
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tor de captura electrónica. La columna de vidrio empleada para 

el análisis tiene una longitud de l. 83 m X 4 mm de diámetro in­

terno, empacada con OV-17 al 3% sobre Gas Chrom Q de 60/80 ma­

llas*. El gas de arrastre utilizado es una mezcla de argón-me­

tano (90:10). Para extraer el metronidazol del plasma, De Silva 

utiliza una solución buffer de pH 9.0, cloruro de sodio y ace­

tato de etilo. Después de extraer 2 veces con acetato de etilo 

y evaporar a sequedad el disolvente, el resíduo se disuelve en 

metanol. Alícuotas de esta solución se someten a una separación 

por cromatograf:!a en capa fina llevándose a cabo, por último, 

la trimetilsililación del metronidazol. Este método es muy sen­

sible (0.01 a o.02~g/ml) y específico, pero resulta sumamente 

laborioso debido a la separación por cromatografía en capa fina, 

y la reacción del metronidazol con los agentes sililantes para 

formar un derivado más sensible es muy tardada. A todo esto hay 

que agregar la pérdida inevitable del compuesto en cada paso. 

Hidha ( 5) pub:licó un método para el análisis, por crg_ 

matograf:!a en fase vapor, de metronidazol extraído del plasma 

que elimina la separación por cromatografía en capa fina. Utilt 

za un detector de ionización de flama de hidrógeno y una colum­

na de vidrio de 6 pies de longitud x 1.5 mm de diámetro interno, 

empacada con 1% apiezon L, 0.5% SE-30 y 0.5% OV-7 sobre Chromo­

sorb W de 80/100 mallas y emplea nitrógeno como gas de arrastre. 

El autor efectúa la extracción del metronidazol del plasma con 

una mezcla de éter dietílico y cloruro de metileno, después ev~ 

* Especificación ASTM E-11-61 
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pora a sequedad y prepara los derivados trimetilsililados del 

metronidazol para después analizarlos por cromatografía en fa­

se vapor. La cantidad mínima detectable es de 0.25;Ug/IDl. Este 

método tiene un límite de detección peor que el desarrollado 

por De Silva pero tiene la ventaja de eliminar la separación 

por cromatografía en capa fina. Sin embargo, también se lleva a 

cabo la trimetilsililación del metronidazol por lo que el méto­

do resulta tardado. 

Wood (6) desarrolló un método de análisis del metroni 

dazol por cromatografía en fase vapor en el que utiliza, al 

igual que Nidha, el detector de ionización de flama de hidróge­

no, una columna de vidrio de 183 cm de longitud x o.o4 cm de 

diámetro interno, empacada con OV-1 al 3% sobre Gas Chrom Q, y 

se usa como fase móvil nitrógeno. La extracción del metronida­

zol del plasma se lleva a cabo con cloroformo y se efectúa tam­

bién la sililación del metronidazol para después efectuar el a­

nálisis. El mínimo detectable es de 0.5;4g/ml 

6. Objetivo del Trabajo. 

No existe aún un método analítico para metronidazol 

que reúna todas las características deseables pues aunque se 

han desarrollado métodos muy sensibles y específicos, son méto­

dos que requieren de muchos pasos para la separación del com­

puesto, Y. en el caso de los métodos cromatográficos se requiere 

siempre hacer el derivado trimetilsililado del metronidazol, p~ 

ra tener una respuesta del detector que nos permita realizar la 

cuantificación. 
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En este trabajo se estudiaron las condiciones para a­

nalizar el metronidazol por cromatografía en fase vapor y se 

evaluaron varios detectores de ionización para llevar a cabo el 

análisis sin necesidad de formar derivados. 

-8-



II 

DESARROLLO EXPERIMENTAL 



l. Haterial y Reactivos. 

Cromatógrafo Varian Aerograph modelo 2100 

Registrador Varian A-25 

Detector de ionización de flama de hidrógeno 

Detector de captura de electrones sc3H 

Detector de ionización de flama alcalina 

4 columnas de vidrio de 1.80m x 3mm d.i. 

Columna de vidrio de 80cm x 3mm d.i. 

Columna de acero inoxidable de 80cm x 3mm d.e. 

Columna de vidrio de 90cm x 3n® d.i. 

Jeringa de 10 1 Hamilton modelo 700 

Potenciómetro Beckman Century SS-1 

Agitador vortex Haxi-mix,Thermolyne 

Tubos de ensayo Pyrex 

Chromosorb W, A\>[, DNCS 80/100 mallas, John Hansville 

Chromosorb W HP 80/100 mallas, John Hansville 

Fases líquidas: OV-17, OV-25, OV-101, OV-2?5, Pierce Chemical 
Company 

Cloroformo R.A. Merck 

Metanol R.A. Merck 

Acido tricloroacético R.A. Baker 

Netronidazol de los Laboratorios Silanes, lote 51 

Plasma obtenido de: Servicio de Hematología, Banco de Sangre, 

Servicio de transfuciones, Colonia Roma, México, D.F. 

Acido Nítrico R.A. Nerck 

Acetona del Depto. de Estudios de Posgrado de la Facultad de 

Química, U.N.A.M. 

Lentejas de sosa Baker 
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2. Elección de la Fase Estacionaria. 

Se prepararon 4 columnas de vidrio de 15'0 cm de lonei 

tud x 3mm de diámetro interno, con las fases estacionarias que 

aparecen en la tabla l. Se empleó como soporte Chromosorb W, AW, 

DMCS de 80/100 mallas. El porcentaje de la fase líquida fué de 

3% en cada caso. Las columnas se prepararon según el método de~ 

crito por Supina, W.R. (7). 

a) Determinación del Flujo Optimo para cada Fase. 

Una vez preparadas las columnas se acondicionaron 24 

horas a la temperatura máxima de cada fase. Para cada columna 

se determinó la temperatura a la cual la señal del metronidazol 

estuviese lo más próxima posible a la del disolvente. A esa 

temperatura se inyectaron soluciones de metronidazol en metanol 

a una concentración de 10 mg/ml, variándose el flujo, y se cal­

culó el número de platos teóricos. De esta manera se obtuvo el 

flujo Óptimo para cada columna. 

b) Determinación de la Temperatura Optima para cada Fase. 

Para determinar la temperatura óptima de cada columna 

se fijÓ un flujo de 30 ml/min y se varió la temperatura 20°C 

de la temperatura elegida para cada columna y se calculó el nú­

mero de platos teóricos. Se obtuvo así la temperatura óptima p~ 

ra cada columna. 

Para la determinación del flujo óptimo de gas acarre~ 

dor así como de la temperatura de análisis, se fijaron las si­

guientes condiciones: El gas de arrastre usado fué nitrógeno, 
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TABLA 1 

Características de las Fases Estacionarias Usadas 

Fase Tipo Temp. Nax. Polaridad* 
oc 

OV-17 Metil-fenil-silicón ( 501~fenil) 375 177 

OV-25 Hetil-fenil-silicón ( 75%fenil) 350 235 

OV-101 Netil-silicón 350 46 

OV-225 Fenil-cianopropil-silicón 265 363 

* Según las constantes de Hclleynolds ( 8) 
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la temperatura del detector e inyector fué de 150°C y se utili­

zó el detector de ionización de flama de hidrógeno. Se inyecta­

ron soluciones de metronidazol en metanol de 10 mg/ml. 

3. Obtención de las Condiciones Ontimas de Análisis. 

Se prepararon 2 columnas de 80 cm de longitud, una de 

vidrio de 3 mm de diámetro interno y la otra de acero inoxida­

ble de 1.5 n~ de diámetro interno, empacadas con OV-225 al 3% 
sobre Chromosorb W HP de 80/100 mallas. Se inyectaron en ambas 

columnas soluciones de metronidazol en metanol a las siguientes 

concentraciones: 10, 5. 1, 0.5 y 0.1 mg/ml. Las condiciones fu~ 

ron las siguientes: 

Temp. columna: 200°C 

Temp. detector: 220°C 

Temp. inyector: 220°C 

Flujo de N2 : 30 ml/min 

Se usó el detector de ionización de flama de hidrógeno. 

4. Cantidad Hínima Detectable de Hetronidaznl. 

a) Detector de Ionización de Flama de Hidrógeno. 

El detector de ionización de flama de hidrógeno funci.Q. 

na como se describe a continuación: Se hace pasar el gas de 

arrastre que sale de la columna mezclado con hidrógeno por un 

quemador el cual tiene una pequeña llama alimentada por el hidr.Q 

geno y un suministro adicional de aire que generalmente atravi~ 

sa un disco de metal poroso situado en la base del quemador. 

La llama sirve de electrodo existiendo un segundo electrodo por 
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encima o al lado de la llama; se establece de esta manera una 

diferencia de potencial; cuando solo el gas de arrastre pasa 

por la llama existe una pequeña corriente entre los electrodos, 

pero al pasar las moléculas de la muestra sufren una ionización 

en la llama y aumenta notablemente la corriente que después de 

amplificada pasa al registrador. El detector de ionización de 

flama de hidrógeno es sensible a todos los compuestos orgánicos, 

pero el insensible al agua y ~ases inorgánicos. El detector da 

respuesta proporcional a la masa de la substancia por unidad de 

tiempo y es independiente del gas de arrastre o su concentra­

ción. 

Se preparó una col~~na de vidrio con las siguientes 

características: 

Diámetro interno: 3 mm 

Longitud 90 cm 

Empaque OV-225 al 3% sobre Chromo­
sorb ív HP 

Se puso a acondicionar la columna a 265°C durante 24 horas. 

Se prepararon soluciones de metronidazol en metanol y 

en agua a las siguientes concentraciones: 10,000, 5,000, 1000, 

500, 100, 50, 10, 5, 2 y l~g/ml. Se inyectaron progresivamente 

estas soluciones de mayor a menor concentración hasta que se OQ 

tuvo el mínimo detectable. Las condiciones de flujo de hidróge­

no y aire fueron 30 y ~00 ml/min respectivamente. 

b) Detector de Captura de Electrones. 

El detector de captura de electrones es también un d~ 

tector de ionización en el cual mediante el empleo de una pequ~ 
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ña lámina de material radioactiva se ioniza el gas de arrastre; 

al pasar la muestra, y si ésta tiene afinidad por electrones, 

capturará algunos de los presentes produciéndose una disminu­

ción en la corriente que se produce por ionización del gas de 

arrastre. S~ respuesta no es universal, pero sí presentará una 

gran sensibilidad para compuestos tales como los halogenados. 

(9). 

El detector de captura de electrones usado es del ti­

no Sc3H. Una vez instalado· el detector se dejó acondicionando 

durante ? horas. Nuevamente se prepararon solt1ciones de metroni 

dazol en metanol y en agua a varias concentraciones y se .inyec­

taron hasta obtener el mínimo detectable. 

e) Detector de Ionización de Flama Alcalina, 

Consiste en un detector de llama de hidrógeno al que 

se adiciona un electrodo circular recubierto de una sal de so­

dio. Tiene sensibilidades elevadas para los compuestos de fós­

foro y nitrógeno. Puede considerarse como un detector específi­

co de este tipo de substancias. (10) 

Se instaló el detector de ionización de flama alcali­

na y se dejÓ acondicionando durante varias horas. Una vez acon­

dicionado, se inyectaron soluciones de metronidazol en metanol 

y en agua a las siguientes concentraciones: 1000, 500, 100, 50, 

10, 5, 2, 1, 0.5 y O.l~g/ml. Los flujos de hidrór,eno y aire 

fueron de 30 y 600 ml/min respectivamente. 

Las condiciones a las que se llevaron a cabo estas 

determinaciones fueron las si~euientes: 
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Temp. columna: 200°C 

Temp. inyector: 220°C 

Temp. detector: 240°C 

Flujo de N2 : 30 ml/min 

velocidad papel: 0.2? pulg/min 

cantidad inyectada: 1.0~1 

El flujo de nitrógeno fué de 50 ml/min en el caso del detector 

de ionización de flama alcalina. 

5. Extracción del Metronidazol. 

a) Determinación del pH óptimo de Extracción del Hetronidazol. 

Se prepararon ?O ml de una solución de 50~g/ml de m~ 

tronidazol en agua y se tomaron alícuotas de 1 ml que por medio 

de un potenciómetro se ajustaron con NaOH 0.5 N a los siguien­

tes pH's: 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.?, 10, 10.? y 11. A cada 

alícuota se le agregó 1 ml de cloroformo, se extrajo el metronl 

dazol agitando 3 min con agitador vortex y se inyectó 1~1 de 

cada una de las fases al sistema cromatográfico diseñado para 

el empleo del detector de ionización de flama de hidrÓgeno. 

b) Extracción del Hetronidazol en Solución Acuosa. 

Para calcular el rendimiento de la extracción del me­

tronidazol con cloroformo, se preparó una solución de este pro­

ducto en agua de lO~g/ml y se ajustó a pH 9 mediante la técni­

ca descrita. Se tomó una alícuota de 1 ml y se extrajo con 

2.? ml de cloroformo agitando durante 3 minutos con agitador 
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vortex. Se separó la fase orgánica y se repitió la extracción 

3 veces más. Se reunieron los extractos de cloroformo y después 

de evaporar a sequedad el resíduo se disolvió en 1 ml de agua 

caliente. Se inyectó la solución antes y después de la extrac­

ción y se calculó el rendimiento. 

e) Extracción del l.fetronidazol del Plasma. 

Posteriormente se llevó a cabo la extracción y análi­

sis de una solución de metronidazol en plasma. Se preparó una 

solución de metronidazol en plasma de 5.)!g/ml. Se tomó 1 ml de 

esta solución y se le agregó 1 ml de ácido tricloroacético al 

5% para precipitar las proteínas. Se centrifugó, se tomó 1 ml 

del sobrenadante y se ajustó a pH 9 con NaOH 0.5 N. Después se 

llevó a cabo la extracción agregando 2.5 ml de cloroformo y 

agitando 3 minutos con agitador vortex; se repitió 3 veces la 

misma extracción. Se reunieron los extractos, se evaporó a se­

quedad y se redisolvió el resíduo en 1 ml de agua caliente. Se 

inyectaron las soluciones ilel plasma antes y después de la ex­

tracción y se calculó el rendimiento. 
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III 

RESULTADOS Y DISCUSION 



l. Condiciones de Operación. 

a) Naterial de la Columna. 

Como es más práctico trabajar con una columna de ace­

ro inoxidable que con una de vidrio, se estudió la nosibilidad 

de utilizar una columna de acero inoxidable nara el análisis 

del metronidazol. Para esto, se inyectaron varias soluciones 

del fármaco en una columna de acero inoxidable de la misma lon­

gitud y con el mismo empaque que el de la columna de vidrio. 

Con las soluciones concentradas se obtuvieron 2 picos para el 

metronidazol por lo que se pensó que dentro de la columna ocu­

rría la descomposición del fármaco. Se inyectaron 50¡41 de una 

solución de 10 mg/ml de metronidazol en agua para tratar de de~ 

activar los sitios donde ocurría la descomposición del metroni­

dazol. Sin embargo, esto no dió resultado ya que se siguieron 

obteniendo 2 picos (figura 10). 

b) Sonarte. 

El sonarte Chromosorb 1.f, AW, Dl<!CS de 80/100 mallas se 

cambió por un soporte más inherte, el Chromosorb \'1 HP de 80/100 

mallas, para que hubiera la mínima interacción posible entre el 

metronidazol y el soporte lográndose de esta manera picos más 

simetricos ( ~~0.9 y 1.02 respectivamente). 

e) Fase Estacionaria. 

Para elegir la fase estacionaria más conveniente pa­

ra el análisis del metronidazol, se probaron 4 silicones con 

diferente polaridad (tabla 1). 
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i) Determinación del Flujo Optimo para cada Fase. 

Las temperaturas para cada columna estudiada a las que 

el nico del metronidazol se separa completamente del pico del 

disolvente se encuentran en la tabla 2. Como se puede ver en la 

tabla 3, el flujo óntimo para todas las colurmnas fué de 21 ml/min. 

Los picos del metronidazol obtenidos con la columna OV-17 (fi­

gura 1) son muy asimétricos y "colean" mucho, en el caso de las 

columnas OV-25 y OV-101 los picos son un poco más simétricos p~ 

ro aún "colean" como se !:iuede ver en las figuras 2 y 3 , con la 

colu~na OV-225 los picos son bastante simétricos (figura lt). 

En la tabla 3 se muestran los valores de ~para cada columna. 

TABLA 2 

Fase T <oc) Resolución 

OV-17 175 5.5 

OV-25 175 4.5 

OV-101 150 3.5 
OV-?25 ::>50 5.0 

ii) Determinación de la Temperatura Optima para cada Fase. 

En la tabla 4 aparece la temperatura óptima y el nú­

mero de platos teóricos de cada fase. La simetría de los picos 

en cada caso es similar a la que se obtuvo en la determinación 

del flujo Óptimo (figuras 5, 6, 7 y 8). 
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TABLA 3 

Flujo Optimo 

Fase Flujo Óptimo (ml/min) n t'\.* 

OV-17 21 1677 0.50 

OV-25 21 954 0.67 

OV-101 21 1119 0.57 

OV-225 21 603 0,90 

* Y\_: simetría 

La simetría de los picos se calculó de la siguiente manera: 

donde ~= ~ 
El valor de 1\.. debe estar cercano a 1 (entre o. 8 y 1.2) para 

que el pico sea simétrico, (11) 
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Figura 1 

Flujo óptimo Columna OV-17 

o 
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FIGURA ~ 

Flujo Optimo Columna OV-25 
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FIGU1U 3 

Flujo Optimo Columna OV-101 
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FIGURA l.¡. 

Flujo Optimo Columna OV-225 

o ... 
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TABLA 4 

Temperatura Optima 

Fase Temp. ·óptima (OC) n 11. 

OV-17 150 36o6 1.50 

OV-25 150 1958 1.34 

OV-101 130 1550 1.41 

OV-225 230 776 1.04 
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B'IGUHA 5 

Temperatura Optima Columna OV-17 

o 
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FIGURA 6 

Temperatura Optima Columna OV-25 

t(M~A.) 
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FIGURA 7 

Temperatura Optima Columna OV-101 

o .... 
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FH~URA 8 

Temperatura Optima Columna OV-225 

D 
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De acuerdo con los resultados obtenidos, la fase es­

tacionaria que más conviene para el análisis del metronidazol 

es la OV -225. 

d) Longitud de la Columna. 

Con el objeto de disminuir el tiempo de retención y 

aumentar la altura del pico del metronidazol, se decidió dismi­

nuir la lonr;itud de la columna. Se preparó una columna con 

OV-225 de 80 cm de longitud en la que se inyectaron soluciones 

de metronidazol en metanol; los picos obtenidos fueron más altos 

y an~ostos, y el tiempo de retención disminuyó (figura 9). 

e) 't'emneratura de la Columna. 

Como se pnede ver en la tabla 4, la temperatura ópti­
o ma de la columna OV-225 es de 230 C, sin embargo como se redujo 

la lonr,itud de la columna la temperatura se bajÓ a 200°C ya 

que a esta temperatura se obtuvo una buena señal del metronida-

zol. 

f) Flujo de Nitrógeno. 

El flujo de nitrógeno que dió mejor~s resultados 

usando la columna de 80 cm de lonr,itud rué de 30 ml/min. 

2. Columna Optima. 

Como se explicó anteriormente, la columna que dió me­

jores resultados fué la OV-225, debi<'lo a que con esta colllmna 

se obtienen nicos bastante simétricos (fi~uras 4 y 8). 
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c·'IGU?.A 9 

Colunma. r:le Vidrio de 80 cm Empacada 

con CV-:>::!5 
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o 

FIGURA 10 

Columna de Acero Inoxidable de 

80cm Empacada con OV-~~~ 

.. o 
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El sistema cromatográfico descrito se utilizó en las 

determinaciones de la cantidad mínima detectable de metronidazol 

con los tres detectores estudiados. 

3. Sensibilidad. 

La cantidad mínima detectable de metronidazol con el 

detector de ionización de flama de hidrógeno fué de lO~g/ml 

usando metanol como disolvente y de 5 )tg/ml usando agua como di 

solvente. (tabla 5). 

Con el detector de captura de electrones el mínimo d§. 

tectable fué de O.Ol¡Ag/ml usando metanol o agua como disolven­

te. La sensibilidad con este detector es muy alta. (tabla 6) 

La cantidad mínima detectable de metronidazol con el 

detector de ionización de flama alcalina fué de o. 5_)1 g/ml en m§_ 

tanol y O.l~g/ml en agua. (tabla 7) 

4. Diferencias en Función de la Respuesta de los ~ DetectQ. 

Detector 

DIFH 

DCE 

DIFA 

res. 

lv1in. detectable 
en metanolC)g/ml) 

10.00 

0.01 

0.50 

Min. detectable 
en agua(,/1.~/ml) 

5.00 

0.01 

0.10 

Linealidad (coef. corr.) 
Netanol Agua 

0.980 

0.988 

0.988 

0.995 

0.997 

0.989 

Con el detector de ionización de flama de hidrógeno la 

respuesta del metanol a sensibilidades altas es muy grande y ta 
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TABLA 5 

Hínimo Detectable con el Detector de 

Ionización de Flama de Hidrógeno 

En metanol En agua 

Conc. (~g/ml) Are a (cm2 ) x1o-9 Area (cm2 ) x10-9 

10,000 7.400 

5,000 3.160 2.420 

1,000 1.720 0.520 

500 0.214 0.330 

100 0.050 0.082 

50 0.022 

10 I>tínimo o.oo4 

5 Mínimo 
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TABLA 6 

Hínimo Detectable con el Detector de 

Captura de Electrones 

e onc • (_ji g/ml) 

100.00 

50.00 

10.00 

5.00 

1.00 

0.50 

0.10 

0.05 

0.01 

En metanol 

Area (cm2 ) x10-9 

39.36 

26.24 

10.88 

3.60 

2.08 

0.58 

MÍnimo 
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En agua 

Area (cm2 ) x1o-9 

56.00 

11.52 

1.47 

0.75 

0.53 

Nínimo 



TABLA 7 

Hínimo Detectable con el Detector de 

Ionización de Flama Alcalina 

En metanol En agua 

Conc. SAg/ml) 2 -11 Area (cm ) xlO Area (cm2 ) xl0-11 

1000 40.32 163.84 

500 19.40 83.52 

100 9.86 17.76 

50 4.16 11.28 

10 0.92 2.32 

5 0.27 1.97 

2 0.48 

1 0.14 0.18 

0.5 Nínimo o.04 

0.1 Mínimo 
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pa la señal del metronidazol, obteniéndose así un mínimo detec-

table muy alto. El agua con este detector da w1a señal muy pequ~ 

ña (prácticamente no da señal), sin embargo la señal que se obtg 

vo fué bastante grande debido tal vez a que el agua contenía im 

purezas de materia orgánica; es por esto que la cantidad mínima 

detectable fué también muy alta empleando este disolvente. 

La linealidad es bastante buena con el detector de i~ 

nizaci6n de flama de hidrógeno como se puede ver en las gráficas 

1 y 2. 

La respuesta del metronidazol con el detector de captg 

ra de electrones fué mucho mayor que con el detector de ioniza­

ción de flama de hidr6p,eno. A concentraciones mayores de lOO}e/ml 

se saturó el detector. Debido a la alta sensibilidad de este d~ 

tector, el metanol presentó varias señales que estorbaron al Pi 

co del metronidazol. Todos estos picos se deben a pequeñas imp~ 

rezas que conttene el metanol. Se probó usar metanol de mayor 

pureza pero también dió varios picos, por lo que se procediÓ a 

purificarlo. La primera purificación que se efectuó (12) no ay~ 

dó en nada a reducir las impurezas,, pero se hizo una segunda 

purificación (13) con la que disminuyeron las impurezas pero no 

desaparecieron. Las impurezas que puede tener el metanol son: 

CO , éter metílico, formiato de metilo, acetato de metilo, for-
2 

maldehído, acetaldehido, acetona, etanol, 2-propanol, 1-butanol, 

2-meti1 2-propanol y agua (14). 

La linealidad con este detector es muy buena (gráfi­

cas 3 y 4). 

La respuesta de los disolventes con el detector de 
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ionización de flama alcalina es bastante pequeña, sobre todo la 

del agua, por lo que la señal del metronidazol se obtiene con 

mayor facilidad que en el caso del detector de captura de elec­

trones. La sensibilidad de este detector es bastante buena. En 

las gráficas 5 y 6 se puede ver que la linealidad también es 

buena. 

5. Extracción del Hetronidazol. 

a) Determinación del pH Optimo de Extracción del Metroni-

dazol. 

Para determinar cuál es el pH óptimo al que se debe 

llevar a cabo la extracción del metronidazol del plasma, se u­

tilizó el detector de ionización de flama de hidrógeno debido a 

que es el que presenta mayor estabilidad, además de no presentar 

problemas con el cloroformo como en el caso del detector de ca~ 

tura de electrones y el de ionización de flama alcalina. Se 11~ 

vó a cabo la extracción del metronidazol con cloroformo a dife-

rentes pH's como se indica en el capítulo II parte 5 y se inye~ 

taron la fase orgánica y la fase acuosa. De esta manera se pudi~ 

ron obtener los valores de la constante de extracción del metr~ 

nidazol con cloroformo a los diferentes pH's. 

El valor de la constante aparente D' se calcula divi­

diendo la concentración de metronidazol en la fase orgánica en­

tre la concentración del mismo en la fase acuosa, esto es: 

D':: !MI or~ 
JMI ac. 
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Como el área del pico del metronidazol es proporcional a la con 

centración de éste, se puede obtener la constante aparente de 

extracción dividiendo el área del pico del metronidazol de la 

fase orgánica entre el área del pico del metronidazol de la fase 

acuosa: 

D':: A org. 
A ac. 

En la tabla 8 se presentan los resultados de las constantes a­

parentes de extracción a los diferentes pH's. El pH Óptimo de 

extracción fué 9. 

b) Extracción del Jv!etronidazol en Solución Acuosa. 

Una vez obtenido el pH Óptimo de extracción y la con~ 

tante aparente de extracción a este pH, se calculó el número de 

extracciones y volúmen de la fase orgánica necesarios para tener 

una extracción cuantitativa del metronidazol. 

Para que la extracción sea cuantitativa 

dónde q es la fracción en fase acuosa. 

q':: 1 
1-+ D Vorg. 

Vac. 

A pH "' 9 D "O. 967 

q= 1 
1 + o. 967 Vorg. 

Va c. 

Para extracciones sucesivas se tiene: 

n ( yn q - 1 
- 1 +o. 967 Vorg. 

Vac. 
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TABLA 8 

Valores de D' a diferentes pH's 

pH D' 

n.o o.652 

10.5 0.686 

10.0 0.666 

9.5 0.857 

9.0 0.967 

8.5 0.796 

8.0 o. 783 

7.5 0.700 

7.0 0.700 

6.5 0.739 

6.0 0.680 

5.5 0.654 

5.0 0.417 
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Se va a considerar que: V ac. :: l ml 

V orgT::.lO ml 

Para no tener que evaporar un volúmen muy grande de fase orgáni 

ca, se hizo el cálculo considerando un volúmen de fase orgánica 

total de 10 ml. 

Si 

qn = [ l + 0.96~ (10/n) ] n 

qn [ l +o. 967 (10/n)] -n 

-log qn = n log [1+0.967 (10/nil 

n n 
" 9.4 n:l -log q " l. 03 q 

n 
::l. 53 

n 
n =2 -log q q = 3.0 

n -=3 -log qn =l. 88 n -:: 1.3 q 

n =4 n n -log q :2.13 q = 0.7 

X 10-2 

X 10-2 

X 10-2 

-2 
X 10 

Para tener una extracción cuantitativa del metronidazol con 

cloroformo se requieren efectuar 4 extracciones de 2.5 ml cada 

una teniendo ~ ml de solución acuosa de metronidazol. 

Se llevó a cabo prácticamente la extracción del metr~ 

nidazol con cloroformo en una solución acuosa de metronidazol 

de lO)ig/ml. La extracción se llevó a cabo como se indica en el 

capítulo II parte 5. Se inyectaron las soluciones an~es y des­

pués de la extracción, se calcularon las áreas de los picos del 

metronidazol y así se obtuvo el rendimiento de la extracción. 

En la tabla 9 se encuentran los resultados obtenidos. 

e) Extracción del Metronidazol del Plasma. 

Se efectuaron extracciones de una solución de metroni 
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dazol en plasma de 5 fig/ml y se sacaron igualmente los rendi­

mientos (tabla 9). Al efectuar la e~tracción del metronida?.ol 

del plasma hubo problemas ya que se formaba una emulsión, sin 

embargo ésta se pudo romper nor centrifugación o simplemente 

dejando en reposo el tubo de ensayo durante algunos minutos. 
' 

Estas determinaciones se hicieron con el detector de 

captura de electrones ya que su sensibilidad es bastante buena, 

aunque el solvente presenta una señal muy grande, sobre todo el 

plasma (figura 11). No se usó el detector de flama alcalina de­

bido a las dificultades de estabilidad que presenta este detec­

tor, aunque hubiera sido más conveniente pués los solventes 

dan una respuesta menor. 

TABLA 9 

Rendimientos de Extracción 

Muestra De agua Del plasma 

1 94.12 % 90.00 % 

2 96.50 % 95.00 % 

Como se puede ver en la tabla 9 los rendimientos de 

extracción obtenidos difieren del valor teórico calculado 

(99 %); esto se puede deber a errores experimentales ya que du­

rante las extracciónes puede haber pérdida del producto. 
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FIGlJRA 11 

Extracci6n del Metronidazol 

o 

7;n 3oluci6n Acuosa gn Plasma 
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IV 

CONCLUSIONES 



Es posible efectuar el análisis del metronidazol en 

plasma por cromatografía de gases sin necesidad de efectuar el 

derivado sililado del fármaco utilizando el OV-225 como fase 

estacionaria. Es necesario utilizar una columna de vidrio para 

evitar la descomposición del metronidazol. 

El detector de ionización de flama de hidrógeno tiene 

una sensibilidad muy baja por lo que no es conveniente este de­

tector para la realización de estudios farmacocinéticos. En cam 

bio, el detector de captura de electrones tiene una sensibilidad 

muy alta al metronidazol lo mismo que el detector de ionización 

de flama alcalina. Debido a la alta sensibilidad del detector 

de captura de electrones, la resnuesta del solvente es demasia­

do grande por lo que se presentan algunos problemas para deter­

minar el área del nico del metronidazol a concentraciones muy 

bajas. El detector de ionización de flama alcalina tiene tam­

bién una buena sensibilidad al metronidazol y además tiene la 

ventaja de no dar una respuesta muy grande a los solventes. Sin 

embargo, este detector presenta poca estabilidad por lo que se 

dificulta su utilización, pero en trabajo rutinario se podría 

lograr una buena estabilidad teniendo el detector prendido con­

tinuamente. 

El método utilizado para la extracción del metronida­

zol del plasma es sencillo y rápido, además de tener un rendi­

miento aceptable. 

Así, en este trabajo se ha propuesto un método analí­

tico para metronidazol que es simple y rápido. Se pueden detec­

tar y cuantificar niveles plasmáticos de metronidazol, por lo 
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que sería factible realizar estudios farmacocinéticos utili­

zando este método analítico. 
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