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I. RESUMEN

El Metronidazol es un agente antibacteriano y antiprotozoario sintético, perteneciente al
grupo de los 5-nitroimidazoles. Su espectro antibacteriano comprende la mayoria de los
anaerobios patogenos y su actividad antiparasitaria se manifiesta sobre Trichomonas vaginalis,

Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis entre otros (Bendesky, A., y Menéndez, D., 2001).

Por su actividad farmacoldgica, este principio activo ha sido incluido en el listado de los
principios activos esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud -OMS-, y debido a su
amplio espectro de accion e indicaciones se encuentra disponible en diversas formas

farmacéuticas (World Health Organization [WHO]. 201 1)

Debido a su importancia y comercializacion, se conocen oficialmente diversos métodos
analiticos que cuantifican el principio activo en estudio, segun las formas farmacéuticas mas
comunes. La bibliografia reconoce entre las técnicas analiticas mas empleadas, la
Cromatografia Liquida acoplada a un detector Ultravioleta (UV) y la Cromatografia Gaseosa

(CG).

El presente trabajo, se enfoco en desarrollar la estandarizacién de un método que permite la
cuantificacion de Metronidazol en O6vulos vaginales solidos por medio de la
espectrofotometria UV-Vis, con el fin de aportar un método que agilice el andlisis de control

de la calidad para la forma farmacéutica mencionada.

A través de los resultados obtenidos, se comprobé que el método en estudio tuvo adecuada
linealidad y exactitud en todo el intervalo de concentracion aplicado, desde 80% hasta 120%
de la concentracién del analito presente en la muestra (equivalente a 400 mg — 600 mg).
Tanto la repetibilidad como la precision intermedia, ambas a la concentracién nominal (de
trabajo), cumplieron con los criterios de aceptacién al obtenerse Coeficientes de Variacion
menores al 2% establecido. La selectividad hacia el analito se demostré de forma cualitativa a
través del andlisis y comparacion espectral de la matriz (mezcla sin principio activo), la

solucion estandar y muestras de producto terminado.

Todo lo anterior sustenta la estandarizacion del método en estudio, confirmando que su
aplicacion es apropiada en el control de la calidad y estudios de estabilidad que cuantifican el

principio activo Metronidazol en 6vulos vaginales solidos.



2. INTRODUCCION

La industria farmacéutica es responsable de producir medicamentos de calidad, brindando total
garantia que estos son seguros y eficaces para el consumo humano. Con el fin de lograr este
objetivo, se han establecido diversos parametros de calidad en todos los procesos de la
industria, desde la investigacion y desarrollo de un producto, hasta el andlisis quimico del

producto terminado. (Organismo Argentino de Acreditacion [OAA]. 2008).

Evaluar la calidad de un producto, implica someterlo a diversos ensayos analiticos que permitiran
dictaminar si el mismo cumple con los requerimientos ya establecidos en las referencias oficiales
es decir, farmacopeas y otros entes de regulacion sanitaria. De alli la importancia de contar con
métodos analiticos que garanticenla obtencion de resultados reproducibles y confiables tras su

aplicacion (Asociacion Espanola de Farmacéuticos de la Industria [AEFI]. 2001).

Sin embargo, las metodologias descritas en las obras oficiales, pueden ser complejas y requieren

de mucho tiempo en su desarrollo y aplicacién.

Por esta razon, se hace necesario estandarizar metodologias de andlisis que sean de facil
aplicacion y permitan obtener resultados estadistica y analiticamente validos. Para ello se hace
necesario demostrar que el método, cumple con los parametros o indicadores basicos de
validez analitica, como lo son linealidad, exactitud, precision, sensibilidad y selectividad (AEFI,

2001).

Estos parametros permiten confirmar que el método en cuestion tiene capacidades de
desempeno consistentes en relacion a su aplicacion. Por ende, los parametros a considerar en

la estandarizacién varian de acuerdo a la naturaleza de cada ensayo.

En términos generales, las categorias y parametros a evaluar en una estandarizacion establecidos
por la Farmacopea de los Estados Unidos de América -nombre y siglas en inglés United States
Pharmacopeia USP-, en su capitulo general <|225> Validacién de métodos farmacopeicos, han
sido ampliamente aplicados y aceptados, incluyendo los entes regulatorios en la region

centroamericana.



En el marco de regulacion sanitaria, la estandarizacion y validacion de técnicas analiticas
aplicadas a los medicamentos, es una tarea de caracter regulado, por lo que actualmente los
laboratorios farmacéuticos en Guatemala deben cumplir presentando metodologias que
aseguren la validez de los datos generados tras el andlisis de sus productos, lo cual garantiza la

calidad de sus ensayos, procesos y productos al alcance del consumidor final.

En el presente trabajo se desarrollé la estandarizacion de una metodologia de andlisis para
cuantificar Metronidazol 500 mg en ovulos vaginales solidos por espectrofotometria UV-Vis y se
evaluaron los parametros de desempeno del método en cuanto a selectividad, exactitud,

precision, linealidad y rango.

Los aportes de este trabajo consistente en conocimientos técnico-cientificos que podran ser
aplicados en las actividades de control de calidad e investigacién de los laboratorios

farmacéuticos del pais.



3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades
El Metronidazol es un agente antiparasitario y antibacteriano de origen sintético que pertenece

a la familia de los nitroimidazoles. (Bendesky, A., y Menéndez, D., 2001).

Se ha documentado que desde 1955 se aisldé a partir de Streptomyces ssp., la azomicina (2-
nitroimidazol), molécula a la que se le atribuyé actividad microbicida contra Trichomonas

vaginalis, dando origen a la sintesis de farmacos derivados de nitroimidazoles. (Ravina, E., 2008)

A finales de la década de los anos 1950, Cosar y Joulou, con el propésito de combatir infecciones
por Trichomonas vaginalis, sintetizaron el Metronidazol cuyo nombre quimico es: o(l-(B-

hidroxietil (-2-metil-5- nitroimidazol) (Ver figura No. 1) (Buckle, G., y Pennant, G., 1981)
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Figura No. I: Estructura quimica del Metronidazol

Posterior a su sintesis y desde 1963, la utilizacion del Metronidazol en la practica clinica cuenta
el respaldo de la asociacion de alimentos y drogas de Estados Unidos -por su nombre vy siglas en
inglés Food and Drug Aminstration (FDA)-, aprobando diversas formas farmacéuticas para este

principio activo administradas por via oral, parenteral, vaginal y topica. (Ravina, E., 2008)

Con el pasar de los afos se le ha llegado a considerar de los principios activos mas efectivos para
combatir las infecciones provocadas por protozoarios como Entamoeba histolytica y Giardia lamblia
e infecciones por bacterias anaerobias gram-negativas y positivas destacando la infeccion por
Helicobacter pylori. Su uso se ha diversificado al tratamiento de afecciones dérmicas como la

rosacea y acné vulgar entre otras.


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Metronidazole.svg

Recientemente, se ha dado a conocer que este principio activo es efectivo como
radiosensibilizador para células hipéxicas, lo cual ha permitido que se utilice para incrementar la
efectividad bioldgica de la radiacion ionizante durante la radioterapia de pacientes con cierta clase
de tumores, asi como en combinacion con agentes alquilantes para mejorar la eficacia de la

terapia antitumoral. (Bendesky, A., y Menéndez, D., 2001)

Su mecanismo de accién dentro de los organismos patdgenos se explica mediante la accién de
proteinas transportadoras de electrones como la piruvato-ferrodoxina-oxidoreductasa o
flavodoxina localizadas en el interior del parasito o bacteria, las cuales al entrar en contacto con el
Metronidazol llevan a cabo la reduccion de su grupo nitro y de esta reaccién resulta la
formacion de N-(2-hidroxietil) del acido oxdmico y de acetamida, lo cual se traduce en dano
celular(citotoxicidad) por la formacion de aductos con las proteinas y los acidos nucléicos de los

organismos susceptibles. (Buckle, G., y Pennant, G., 1981)

3.2 Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas del Metronidazol

Este principio activo es administrado por via oral, intravenosa, tépica, vaginal y rectal. Las dosis
orales son rapidamente absorbidas y distribuidas a casi totalidad del organismo. Los niveles en
suero pueden llegar a detectarse después de | hora de la ingestion alcanzando una
biodisponibilidad de + 90% por via oral. También es buena la absorcién por via rectal. La

absorcién por via vaginal es menor y representa el 50% de lo absorbido en la via oral.

Su distribucion se considera cerca del 80% del peso corporal y se liga a las proteinas plasmaticas
en aproximadamente el 20%. La penetracion es total en casi todos los tejidos y liquidos
corporales, incluido el liquido cefalorraquideo, saliva, leche materna, huesos e incluso en abscesos
(cerebrales, hepaticos, etc.). Se conoce que atraviesa la placenta y alcanza en el suero fetal en

concentraciones similares a las del suero materno. (Sweetman, S., 2009)

Su metabolismo es en el higado, por oxidacion o hidroxilacion de las cadenas largas alifaticas y
por conjugacion, con ello se forman varios metabolitos, siendo el mas importante el
2-hidroximetil Metronidazol, el cual también tiene actividad antibacteriana. Su eliminacion se
realiza fundamentalmente por via renal y en menor proporcion por via fecal. (Sweetman, S,

2009)



Su uso terapéutico se ha descrito ampliamente en la bibliografia, siendo los mas comunes los

siguientes casos: (Bendesky, A., y Menéndez, D., 2001)

Amibiasis: provocada por E. histolytica, es una causa comln de diarrea croénica y aguda,
particularmente en paises en desarrollo. El espectro clinico de la enfermedad puede ir de
portador asintomatico a enfermedad invasiva con formacién de abscesos hepaticos secundarios a
su actividad litica de tejidos. El Metronidazol es el tratamiento de eleccion en el 50% de estos

Casos.

Helicobacter pylori: es un bacilo gram-negativo pequefo, relacionado en las patologias Ulcero-
pépticas. El Metronidazol en este caso se ha combinado con antibiéticos y antagonistas del
receptor de histamina H2 e inhibidores de la bomba de protones debido a problemas de

resistencia de este microorganismo.

Trichomoniasis: provocado por el parasito protozoario T. vaginalis causante principal de infecciones
del tracto urinario, causando vaginitis en las mujeres y uretritis y/o prostatitis en los hombres.
Una Unica dosis oral de 2 g de Metronidazol en un régimen de 7 dias, es lo mas comun pues se

ha observado éxito en un 80 a 100% de los casos. (Mason P., 1980)

Vaginosis bacteriana: es una infeccién polimicrobiana pues los microorganismos involucrados son
Gardenerella vagindlis, y otros microorganismos anaerobios como Prevotella, Peptostreptococcus,
Mobilincus spp., Bacteroides spp. y micoplasmas. El tratamiento de eleccion para esta infeccion es

Metronidazol a una dosis de 500 mg oralmente dos veces al dia por 7 dias, 2 g orales en dosis

Unica, o como 6vulos administrados intravaginalmente una vez al dia por 5 dias, con éxito en el

tratamiento de 80 al 100% de los casos tratados. (Mason P., 1980)

El uso de un tratamiento intravaginal presenta las siguientes ventajas clinicas:

- El 6vulo permite rapida disolucion en el medio vaginal, pues se desintegra en pocos minutos,
liberando el principio activo que se impregna facilmente en la mucosa vaginal durante el
tiempo necesario desde el fondo hacia afuera, logrando una disminucién mas rapida de los
sintomas.

- Por su dimension y forma se adapta anatomicamente a la cavidad vaginal.



Giardiasis: provocada por G. lamblia es un protozoario intestinal que causa una infeccion intestinal
sintomatica con un sindrome de diarrea cronica, mala absorcion y pérdida de peso. Dosis altas de

Metronidazol, 3 veces al dia por 7 dias son efectivas para adultos.

Otros usos: también es utilizado en el tratamiento de infecciones bacterianas anaerobicas intra-
abdominales, en abscesos cerebrales anaerdbicos o infecciones anaerdbicas del SNC; como
profilactico en cirugia de colon, cabeza y cuello; en infecciones dermatolégicas como acné
rosacea, acné vulgaris y otras afecciones como colitis por Clostridium difficile. (Sweetman, S., 2009),

(Bendesky, A., y Menéndez, D., 2001)

3.3 Epidemiologia de las Infecciones vaginales por Trichomoniasis

La disponibilidad de datos epidemiologicos de las infecciones vaginales actualmente en
Guatemala es poco precisa, esto puede deberse a que estas afecciones suelen ser asintomaticas y
poco percibidas por las pacientes que las padecen. La informacion disponible a través de los
programas de salud puede ser inconsistente o poco actualizada. Sin embargo, en el afio 2003 se
realizd en poblaciones especificas un “Estudio Multicéntrico sobre Comportamientos y
Prevalencias de VIH/ITS en Guatemala, Puerto Barrios, Izabal y Puerto San José, Escuintla”, que
incluy6 la incidencia de infecciones causadas por T. vaginalis del cual se puede extraer que en el
10-15% de las pacientes estudiadas predomino la Trichomoniasis. (Guatemala. Programa Nacional

de Prevencion y Control de ITS/VIH/SIDA, 2007)

3.4 Analisis quimico del Metronidazol

Dado que la poblacion femenina es afectada comuinmente por infecciones de tipo vaginal, se
considera que debe existir de forma accesible un tratamiento efectivo para este padecimiento.
Ademas es importante que existan diversos productos que le permitan al médico tratante

seleccionar de manera adecuada el mejor tratamiento para cada paciente.

Debido a que el Metronidazol constituye el tratamiento de eleccion para infecciones causadas
por T. vagindlis, los productos que estan al alcance de los pacientes deben optimizar la
efectividad terapéutica a través de la aplicacion de un control de calidad de producto terminado
que permita asegurar que el producto, si es adecuadamente aplicado, sera efectivo en el

tratamiento de las infecciones previamente citadas.



En América Latina, se considera como bibliografia fundamental la Farmacopea de los Estados
Unidos de América, por su nombre vy siglas en inglés: United States Pharmacopeia -USP-, para
definir el analisis quimico y microbiolégico de los medicamentos.

En Guatemala, los métodos presentados por dicha farmacopea son considerados oficiales y se

aplican a numerosos principios activos.

El método existente y desarrollado por la USP para Metronidazol es para la forma farmacéutica
de tabletas orales. EIl mismo consiste en la aplicacion de cromatografia liquida de alta
performance- HPLC- para la identificacion y cuantificacion del principio activo por medio de un
cromatografo liquido equipado con una columna de Octilsilano enlazado quimicamente con
particulas de silice (L7), a través de la cual eluye a ImL/minuto, en una fase movil de Agua:
Metanol (80:20) el estandar y muestra de Metronidazol tabletas, que son detectados a una
longitud de onda de 254 nm.

La cuantificacion se realiza por medio de la relacion de las areas de los picos obtenidos para el
estandar y muestra inyectados al equipo de forma automatica. (United States Pharmacopeia

[USP], 2010)

Este es un método preciso y efectivo, sin embargo debido a lo complejo de la cromatografia
liquida, su desarrollo puede tomar un tiempo prudencial hasta obtener los resultados requeridos

en los laboratorios de control de calidad.

Por este motivo con anterioridad se han desarrollado metodologias que cuantifican el principio
activo Metronidazol, en diversas formas farmacéuticas. En cada estudio se establecieron
condiciones analiticas distintas y en algunos de los casos se trabajaron estandarizaciones midiendo

los parametros basados en las fuentes oficiales:

En 1991 Klee, K.G,, establecid un estudio comparativo de dos métodos de analisis de

Metronidazol en tabletas.

En el ano 1997 Sandoval, M., realizé la “Evaluacion de la calidad fisicoquimica de comprimidos de
Metronidazol que se comercializan en Guatemala”, en donde se cuantifica el principio activo segiin
lo establece la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, por medio de extraccion con

acetona en caliente y posterior cuantificacién por titulacién con acido perclorico.



Valenzuela, A.C., en 1999, desarrollé la “Validacion del método espectrofotométrico para la
cuantificaciéon de Metronidazol, Mebendazol, Albendazol y Tinidazol (tableta y suspension)”, en el
que por medio de espectrofotometria Uv-Vis evalué la especificidad, linealidad, sensibilidad,
precision, exactitud del método aplicado en tabletas y suspension, estableciéndolo como

alternativa aplicable en el control de calidad de las formas farmacéuticas mencionadas.

En relacion a métodos de andlisis por medio de cromatografia liquida de alta resolucion

-HPLC-, son relevantes los siguientes métodos:

La alternativa presentada en 2007 por Tavakoli, N., Varshosaz, J., Dorkoosh, F. y Zargarzadeh,
M. R,, por medio de la cuantificacion simultanea de Metronidazol y Amoxicilina en una tableta de
liberacion sostenida. En este estudio la cuantificacion y validacion se llevo a cabo con una columna
Octadecilsilano unido quimicamente a silice porosa de 3um a [Oum de didametro a con flujo
isocratico y fase movil de buffer pH 4.0 a una longitud de onda de 254nm. Las muestras y el

inyector del equipo se estabilizaron como minimo por 12 horas a 37°C.

Otro estudio relacionado a la forma farmacéutica es del Samol, A.T., en 2007, quien presento la
“Estandarizacion del método utilizado en el Laboratorio Nacional de Salud para la identificacion y

cuantificacién de Clotrimazol en 6vulos sélidos por cromatografia liquida de alta resolucion”.



4. JUSTIFICACION
Actualmente la estandarizacién de métodos como parte del Control de Calidad de la industria es una
herramienta de competencia y responde al cumplimento de normativas nacionales impuestas por las

autoridades regulatorias y de salud.

La aprobacion de cada lote producido en la industria farmacéutica, depende de los resultados
obtenidos por analisis quimico de los productos. Es alli donde, radica la importancia de contar con

métodos analiticos que proporcionen resultados confiables.

Asimismo, se hace necesario estandarizar los métodos analiticos aplicados en el andlisis rutinario,
lo cual implica documentar la validez de sus resultados y demostrar el cumplimiento de las

especificaciones establecidas para los productos segln las normativas de salud.

La herramienta principal para soportar el proceso de estandarizacion es el andlisis estadistico, pues
permite  establecer juicios cientificos sobre el correcto desarrollo y aplicacion del método

estandarizado.

La estandarizacion del método espectrofotométrico desarrollada en este trabajo, esta basada en la
necesidad de establecer que el mismo aporta resultados confiables y su aplicacion constante es

favorable por razones cientificas, operativas y economicas para la industria que lo aplique.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:
Estandarizar el método por espectrofotometria Uv-Vis para la cuantificacién de Metronidazol

en ovulos vaginales solidos.

5.2 Objetivos especificos:
5.2.1 Determinar el desempeio del método por medio de la linealidad, exactitud, precision,

y rango para la cuantificacion de Metronidazol en évulos vaginales sélidos.

5.2.2 Aportar un método alternativo y aplicable que permita cuantificar de forma confiable

Metronidazol en ovulos vaginales sélidos.



6. HIPOTESIS

El método por espectrofotometria Uv-Vis utilizado para la cuantificacion de Metronidazol en
ovulos vaginales solidos es un método confiable, especifico, lineal, exacto, preciso, reproducible

y puede ser aplicado en la industria farmacéutica que elabore la forma farmacéutica estudiada.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo:

Ovulos vaginales sélidos de Metronidazol 500 mg producidos en Guatemala, Centro América.

7.1.1

Muestra:

Muestras de ovulos vaginales sélidos de Metronidazol 500 mg  producidos por un

laboratorio farmacéutico guatemalteco.

7.2 Materiales

7.2.1

7.2.2

7.23

Recursos humanos

e Autora: Br. Claudia Vanessa Peren Barrios

e Analista | de laboratorio fisicoquimico de Control de Calidad Industria C
e Asesora: Licda. Julia Amparo Garcia Bolahos

e Revisora. Licda. Aylin E. Santizo Juarez

Recursos materiales:
e Materiales de oficina
e Equipos de computacion

o Fuentes bibliograficas

Cristaleria y Equipo de laboratorio:

e Balones aforados de 50 mL y 100 mL

e Pipetas volumétricas de ImL- 10 mL

e Espatula de metal

¢ Balanza analitica

e Espectrofotometro UV-Vis

e Cubetas espectrofotométricas de cuarzo x | cm
e Campana de extraccion

e Bano de ultrasonido



7.2.4 Reactivos de laboratorio

Metanol grado reactivo -GR-

Estandar de Metronidazol al 99%

e Agua desmineralizada

7.3 Metodologia

7.3.1

Preparacion de las soluciones de trabajo:

7.3.1.1 Preparacion de estandar de referencia (solucién estandar de Metronidazol

0.Img/mL): pesar sobre papel parafinado 25 mg de Metronidazol, transferir
cuantitativamente a un balon volumétrico de 50 ml, disolver con metanol GR y
colocar en bano ultrasonido por 5 minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente

y llevar a volumen con metanol GR.

7.3.1.2 Preparacion de estandar de referencia (solucién estandar de Metronidazol

0.0lmg/mL): pesar sobre papel parafinado 25 mg de Metronidazol, transferir
cuantitativamente a un balén volumétrico de 50 ml, disolver con metanol GR y
colocar en bano ultrasonido por 5 minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente
y llevar a volumen con metanol GR. Tomar una alicuota exactamente de ImL de
la solucion anterior y transferir cuantitativamente a un balén volumétrico de 50

mL, disolver y llevar a volumen con metanol GR, agitar.

7.3.1.3 Preparacion de la muestra (0.0 mg/ mL): triturar en mortero |10 évulos y pesar el

equivalente a 100 mg de Metronidazol y transferir cuantitativamente a un balédn
volumétrico de 100 mL, disolver con metanol GR y colocar en bafio ultrasonido
por 5 minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con
metanol GR. Tomar una alicuota exactamente de ImL de la solucién anterior y
transferir cuantitativamente a un baléon volumétrico de 100 mL, llevar a volumen

con metanol GR, agitar.

7.3.1.4 Solucion blanco: Metanol GR



7.3.2

733

Curva de calibraciéon: tomando como referencia el estandar de Metronidazol a
concentracion 0.Img/mL preparar soluciones volumétricas a las siguientes
concentraciones:

Tabla No.| Niveles para Curva de calibracion:

Nivel % Concentracién mg/mL
I 80 0.008 mg/mL
2 90 0.009 mg/mL
3 100 0.0l mg/mL
4 110 0.01l mg/mL
5 120 0.012 mg/mL

Fuente: Experimental

Condiciones de trabajo en el equipo:

e Equipo: Espectrofotometro UV/Vis

e Celda: Cuarzo de Icm

o Intervalo espectral: 200 - 400 nanémetros
e Absorbancia maxima: 310 nanémetros

e Diluyente: Metanol GR

7.4 Diseiio estadistico:

74.1

Linealidad:

En la Farmacopea de los Estados Unidos se define Linealidad como: “La capacidad del
método analitico para obtener resultados directamente proporcionales a la
concentracion o cantidad del analito en un rango definido.” Dicho parametro se mide
mediante el tratamiento matematico de los resultados obtenidos en el analisis del
analito a diferentes cantidades o concentraciones. Para el andlisis de un principio
activo siempre se tiene un valor nominal fijo y Unico, siendo lo ideal evaluar la
linealidad del método en un rango de % 20 -30 % del valor nominal tomando como
minimo cinco diferentes concentraciones del analito. La seleccion del rango y del

numero de puntos experimentales esta relacionada a la aplicacion del método.

En este caso se evaluaron 5 estandares, realizando tres replicas por cada uno de ellos.
Para el analisis de datos, se realizé una curva de regresién determinada sobre puntos
individuales evaluados por regresion lineal a través de coeficiente de determinacion r2

y andlisis de varianza.



Para esta determinacion se utilizé una solucién madre de 0.Img/mL a partir de la
cual se prepard por dilucion 5 estandares de concentraciones  80%, 90%,
100%,110% y 120% (ver tabla No. 1), analizados por triplicado. Y a partir de dichos
resultados, se proyecté la relacion lineal entre la concentracion del analito y la senal
del equipo, mediante una grafica que en el eje de las “x” refleja la concentracion del

analito y en el eje “y” la respuesta analitica que en este caso fue absorbancia, por ser

un método espectrofotométrico.

En este andlisis de regresion lineal se determiné la ecuacion de la recta a través del
siguiente modelo:
Y=bX+a.

Siendo (b) la pendiente, a través de la cual se obtiene la sensibilidad del método. El
limite de confianza para el estimador de la pendiente (b) se calcula en funcion de su
varianza Sp. Se considera que a mayor pendiente, mayor sensibilidad y que mientras
mas pequeno sea el coeficiente de variacion de la pendiente mayor sera la linealidad
(coeficientes de variacion de la pendiente mayores que el 5,0 % indican falta de

linealidad).

Siendo (2) la ordenada al origen o intercepto, que determina la proporcionalidad de la
funcién analitica, es decir, que la recta pase por el origen y que ante cualquier

desviacion se pueda adjudicar Unicamente a un error aleatorio.

Como parte del anilisis de la regresion se obtuvo:

r = Coeficiente de correlacion, que expresa la medida del grado de asociacién entre las
mediciones y la concentracion del analito, considerando que los valores mayores de
0.98 indican linealidad.

r2 = Coeficiente de determinaciéon, que mide la exactitud con la que se ajusta la curva
de regresion a los valores experimentales y a un nivel de significancia alfa (o)) de 0.05,
analisis de varianza. Se consideran como senal de linealidad los valores mayores o

iguales a 0.998.

Asi mismo, el analisis de regresion lineal de incluir un diagrama de residuales
el cual se construyé mediante la sustraccion del valor real de cada concentracién

menos el calculado por la ecuacion de regresion para cada valor de X (valores
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conocidos como residuos). Se espera de este diagrama una distribucion aleatoria de
los residuos, puesto que las tendencias sistematicas son indicativas de no linealidad.
(Protocolo de validacién de métodos analiticos para la cuantificacion de farmacos,

centro cubano de quimica farmacéutica, 1997)

Exactitud

La exactitud se evalud utilizando 9 determinaciones, sobre 3 niveles de
concentracion, cubriendo el intervalo especificado siendo 80%, 100%, 120% en
relacion a la concentracion normal de trabajo del método y con tres repeticiones de
cada concentracion. Ademas se utilizd para la preparacion de las muestras, un

estandar del principio activo de una concentracién certificada.

Para la determinacion de este parametro, se analizaron cantidades conocidas del
analito y luego se calculo el porcentaje de recuperacion de cada muestra en relacion a
su valor conocido. La recuperacion obtenida permitiod ver el rendimiento del método
en estudio en cuanto al proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en la
muestra original.

Para ello se utilizo la formula:

=
I}

]
3

— .y oY . s . .
Donde: X = concentracion encontrada y X = concentracion original.

El porcentaje de recuperacion esperado debe encontrarse entre el 98%-102%. Lo

% de error relativo. (Guia de validacion de métodos

cual es equivalente a + 2
analitico, Ministerio de Salud Costa Rica, 1998). También se evalué por medio de t de
Student con un un nivel de significacion (o) = 0,05%, reportando intervalos de

confianza sobre el valor promedio del porcentaje de recuperacion.

Repetibilidad:

Se trabajo con submuestras de una muestra homogénea, bajo las mismas condiciones
de operacién en un intervalo corto de tiempo. Realizando 10 determinaciones al
100% de la concentracion normal de trabajo, para luego calcular desviacion estandar y

coeficiente de variacién (CV%), cuyo valor debe ser menor al 2%.
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Precision:

Se determind realizando diez determinaciones al 100% de la concentracion de
trabajo, con muestras del mismo lote, segin el procedimiento descrito para la
preparacion de la muestra, analizadas por dos distintos analistas en diferentes dias.
Cada una de las muestras se preparo de forma individual. Luego de leer cada una de
ellas se calculé la desviacion estandar y coeficiente de variacion. El criterio de
aceptacion debe ser un Coeficiente de Variacion < 2.0%. También se realizdé un
analisis de Varianza de dos vias para establecer si hay diferencias significativas entre

analistas.

Rango

Se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior de principio
activo para el cual se ha demostrado la correcta especificidad, precision, exactitud y
linealidad del método descrito. Se reporto en base a los resultados obtenidos para los

parametros estudiados.

Selectividad:
Este pardmetro se realiza para determinar la capacidad que tiene un método analitico
de distinguir o separar la respuesta del analito del resto de los componentes de la
muestra.
En este caso se compard de forma cualitativa:

e Comportamiento de la matriz con respecto a la solucién estandar

e Comportamiento de muestra con respecto al comportamiento del estandar
Ambos ensayos se realizaron por triplicado y como criterio de aceptacion se
establecié que no debe existir absorbancia significativa de la matriz en la longitud de

onda de trabajo.

También se evalué el comportamiento de la matriz fortificada con una solucién
estandar con respecto al comportamiento de la matriz fortificada con la muestra,
reflejando en ambos casos la presencia del principio activo por medio de absorbancia

en la longitud de onda de trabajo. (Costa Rica. Ministerio de Salud. 2007)



8. RESULTADOS
Para la cuantificacion de Metronidazol en 6vulos vaginales por medio de espectrofotometria
UV-VIS, se realizd una curva de calibracion preparando estindares del principio activo
-Metronidazol-, a diferentes concentraciones, (0.008, 0.009, 0.01, 0.011,0.012 mg/mL) cada

uno de ellos preparados por triplicado.

Se realizd un andlisis de regresion lineal que permitio evaluar el parametro de linealidad y
obtener un coeficiente de correlacion y determinacion y los valores obtenidos fueron 0.999 y
0.999 respectivamente. (Tabla No.2). Asi mismo se realizé una grafica de residuales de la
regresion, la cual indica que los residuos se distribuyen de forma aleatoria, y no se muestra

sesgo para el modelo de regresion. (Grafica No.2)

Tabla No. | Linealidad de Curva de calibracion —Estandares de Metronidazol-

Concentracion Lectura de Desviaciéon Coeficiente de variacion
Teodrica (mg/mL) Absorbancia estandar %
0.008 0.426 0.000014 0.00339
0.009 0.478 0.000017 0.00354
0.0l 0.535 0.000012 0.00215
0011 0.585 0.000009 0.00155
0.012 0.643 0.000008 0.00129

Fuente: Experimental, operacion de datos en Excel

Tabla No.2 Estadistica de la regresion lineal-Estandares de Metronidazol-

Coeficiente de correlacion 0.999
Coeficiente de determinacion 0.999
Modelo de regresion Y= 0.0054 X - 0.000768
Valor p
2.777E-20
Anailisis de varianza para la regresion

Fuente: Experimental, operacion de datos en Excel



Grafica No. I: Linealidad curva de calibracion —Estandares de Metronidazol-
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Grdfica No.2: Andlisis de residuos —Estdndares de Metronidazol-
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Fuente: Experimental

La linealidad de las soluciones muestras se evalué por medio de un andlisis de regresion lineal,
cuyo coeficiente de correlacion fue 0.998 y coeficiente de determinacion fue 0.996. (Grafica
No.3). En el andlisis de residuos se observo una distribucion aleatoria en relacion a la

coordenada “X” (Grafica No. 4)



Tabla No. 3 Linealidad de Curva de calibracién — Soluciones muestras -

Concentracion Lectura de Desviacion Coeficiente de
Teérica (mg/mL) Absorbancia estandar variacion %
0.008 0.405 0.000026 0.006420
0.009 0.461 0.000048 0.010506
0.0l 0.519 0.000032 0.006198
0.011 0.561 0.000019 0.003371
0.012 0.624 0.000005 0.000771

Fuente: Experimental, operacion de datos en Excel

Tabla No.4 Estadistica de la regresion lineal

Coeficiente de correlacién 0.998
Coeficiente de determinacion 0.996
Modelo de regresion y = 0.00537 X - 0.023
Valor p 1.572E-17
Anailisis de varianza para la regresion

Grdfica No.3: Linealidad de soluciones muestras —Estandares de Metronidazol-
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Grdfica No.4: Andlisis de residuos —Soluciones muestras-
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Fuente: Experimental

Para evaluar el parametro de exactitud se calculo el porcentaje de recuperacion de las
muestras con un rango desde 80% hasta 120%. El promedio de recuperacion fue de 94.54%,
99.94%, 100.68% en cada nivel estudiado respectivamente. (Tabla No. 5)

Se aplico la prueba de t Student para evaluar si los valores del porcentaje de recuperacion
tienen diferencia estadisticamente significativa. Los valores de tcicuado fueron menores a

tabulado considerando un error o 0.05 con un 95% de confianza. (Tabla No.6)

Tabla No.5 Exactitud-Soluciones muestras-

Concen/::racién Concentracion fdoe::'o:lizlii‘:: Absorb.ancia % Recuperacién
mg/mL (mg/mL) Metronidazol

99.54%

80 0.008 0.007963 0.416 S.D.: 0.1383
CVv. 0.l

99.94%

100 0.0l 0.009994 0.522 S.D.: 0.2926
CV.:03

100.68

120 0.012 0.012082 0.631 S.D.: 0.4018
CV.:04

Fuente: Experimental, operaciéon de datos en Excel S.D.: desviacion estandar /C.V.: Coeficiente de variacion




Grdfica No.5: Promedio de porcentajes de recuperacion —Soluciones muestras-
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I: Tres réplicas evaluadas por cada nivel de concentracion
Tabla No.6 Prueba t Student para porcentaje de recuperacion -Soluciones muestras-
% % Desviacién Alfa
Concentracién | Recuperacion | estandar (S.D.) n t calculado n-2 (a) t tabulado
80 99.54 0.1383 3 1.93333333 I
100 99.94 0.2926 3 0.12598816 I 0.05 | 12.7062047
120 100.68 0.4018 3 -0.97884046 I

Fuente: Experimental, operacion de datos en Excel




La precision del método se evalué por medio de la repetibilidad y la precision intermedia. En el
primer caso se calculé a partir de la lectura y concentracion de 10 replicas el coeficiente de

variacion de este grupo de muestras, obteniendo un valor de C.V.: 0.3902 (Tabla No.7)

Tabla No.7 Repetibilidad -Soluciones muestras-

Repeticion Absorbancia t::g:;z:r;:;;rigt) Cor:;:z;:::ién
| 0.529 0.0l 0.00989
2 0.527 0.0l 0.00985
3 0.529 0.0l 0.00989
4 0.532 0.0l 0.00994
5 0.532 0.0l 0.00994
6 0.527 0.0l 0.00985
7 0.529 0.0l 0.00989
8 0.530 0.0l 0.00991
9 0.532 0.0l 0.00994
10 0.527 0.0l 0.00985
Promedio: 0.52940 Promedio: 0.00990
S.D.: 0.00206559 S.D.: 3.66279E-05
C.V. 0.3902 C.V. 0.3702

Fuente: Experimental, operacion de datos en Excel



Para el parametro de precision intermedia se aplicé un andlisis de la varianza ANOVA de dos

factores con varias muestras por grupo, basado en los resultados de las mediciones de

muestras a la concentracion nominal de dos analistas en dias diferentes. (Ver tabla No.8)

Tabla No.8 Precision intermedia -Soluciones muestras-

Analista A/ Dia | Analista A/ Dia 2
L . Concentracion | Concentracion L . Concentracion | Concentracion
Repeticion Absorbancia - } Repeticion Absorbancia - .
tedrica (mg/mL) obtenida tedrica (mg/mL) obtenida
[ 0.525 0.0l 0.01000 | 0.522 0.0l 0.0098|
2 0.533 0.01 0.01015 2 0.529 0.01 0.00994
3 0.523 0.0l 0.00996 3 0.525 0.01 0.00987
4 0.533 0.01 0.01015 4 0.522 0.01 0.00981
5 0.528 0.01 0.01006 5 0.522 0.01 0.00981
6 0.527 0.0l 0.01004 6 0.530 0.01 0.00996
7 0.522 0.01 0.00994 7 0.529 0.01 0.00994
8 0.530 0.01 0.01010 8 0.525 0.01 0.00987
9 0.530 0.0l 0.01010 9 0.522 0.01 0.00981
10 0.527 0.0l 0.01004 10 0.530 0.01 0.00996
Promedio: 0.528 Promedio: 0.01005 Promedio: 0.526 Promedio: 0.00988
S.D.: 0.003794733 S.D.: 6.85714E-05 S.D.: 0.003565265 S.D.: 6.35772E-05
C.V.: 0.7190 C.V.: 0.682| C.V. 0.6783 C.V.: 0.6435
Abs Std. 0.525 Abs Std. 0.532
Analista B/ Dia | Analista B/ Dia 2
.y . Concentracién | Concentracion . . Concentracion | Concentracién
Repeticion Absorbancia o ; Repeticion Absorbancia - }
tedrica (mg/mL) obtenida tedrica (mg/mL) obtenida
| 0.523 0.0l 0.01002 | 0.534 0.01 0.00991
2 0.521 0.01 0.00998 2 0.530 0.01 0.00983
3 0.527 0.01 0.01010 3 0.532 0.01 0.00987
4 0.521 0.0l 0.00998 4 0.532 0.01 0.00987
5 0.530 0.01 0.01015 5 0.530 0.01 0.00983
6 0.529 0.01 0.01013 6 0.530 0.01 0.00983
7 0.522 0.0l 0.01000 7 0.529 0.0l 0.00981
8 0.521 0.0l 0.00998 8 0.532 0.0l 0.00987
9 0.531 0.01 0.01017 9 0.534 0.01 0.00991
10 0.529 0.01 0.01013 10 0.529 0.01 0.00981
Promedio: 0.525 Promedio: 0.01007 Promedio: 0.531 Promedio: 0.00986
S.D.: 0.004168666 S.D.: 7.57614E-05 S.D.: 0.001873796 S.D.: 3.29803E-05
C.V.: 0.7934 C.V.: 0.7527 C.V.: 0.3527 C.V.: 0.3346
[ Abs Std. | 0.522 | [ Abs Std. 0.539 |
Resultados tabulados entre analistas:
Promedio: 0.0099625
S.D.: 0.00011679
C.V.: 1.17228921

Fuente: Experimental, operacién de datos en Excel




Tabla No.9 ANOVA de dos vias -Soluciones muestras-

ANALISIS DE VARIANZA

Orig.en.de las Suma de Gr::os Promedio de F Probabilidad Valor critico para
variaciones cuadrados . los cuadrados
libertad

Muestra 4.9E-10 | 4.9E-10 0.113018965 0.73868463 4.113165219
Columnas 3.7249E-07 | 3.7249E-07 8591517171 4.5342E-11 4.113165219
Interaccién 2.89E-09 | 2.89E-09 0.66658124 0.41961605 4.113165219
Dentro del | .5608E-07 36 4.3356E-09 | Fuente: Experimental, operacion de datos en Excel

grupo

Para la selectividad del método se obtuvieron espectros de Absorbancia para establecer

comparacion del comportamiento para las siguientes condiciones:

e Comportamiento de la matriz con respecto a la solucion estandar

e Comportamiento de muestra con respecto al comportamiento del estandar

Grdfica No.6: Espectros del comportamiento de la matriz, estandar y muestra

Al toacibn: RARRIDO
Momere analisis: M‘“f:ﬁii—nm Hp]écaciﬁzi_ o E?ERIDO
ivo Datos: DE Neambre anidlisis: ST -
ﬁl’c;\ Ornda Inicial: 24d.8 frrchivo Datost DEFAULT(3)
Ton Onda Fina digg . 4 Lona Dnda Inicialt 260.8
I;l_:iH'E' ‘:l s 3.1 Lona Onda Final: apG. |
TiemPos - ot g
Tomparature: = Temparaturel —_———

. 011 0,532

"

/

s \L“\w/

AZE

0.606 | T T T T I T T T 1

i, LE CRHY

310.0 wa DAYOS:

-0.005 T T T 3 T T T i T |
200,90 [T

ig: 6.538
Z0Z.0 nm DATOS: 0,006

ig:

Matriz: sin principio activo - Fuente: Experimental-

Arlicacitn: BARRIDO
Mombire 2nAl isis!t STPE_MKP

* fBwehivo Datos: DEFAULT(BY
Lone Onda Inicial: 206,49
Lone Onda Firal: aBd. 4
Tiempo: 4.8
Tempovatuve: ———

=F
i
e

.,

.00

LI B S S S R B B R
Lo cam
3i0.0 »m DATOS:

LO: 3.540

Estandar Metronidazol 0.0l mg/mL + Muestra -Fuente: Experimental-
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Seglin los espectros,

se establece que no hay absorbancia significativa de la matriz que

interfiera a la longitud de onda de trabajo del método. La muestra y el estandar muestras

comportamientos similares.



Grdfica No.7: Espectros del comportamiento de la matriz + estandar y matriz + muestra
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Se refleja en ambos casos la presencia del principio activo -Metronidazol- por su absorbancia

caracteristica a la longitud de onda de trabajo del método.



9. DISCUSION DE RESULTADOS
Para la estandarizacion de este método se realizé un analisis estadistico de los parametros
de linealidad, exactitud, repetibilidad, precision, rango y selectividad con el objetivo de
verificar el adecuado desarrollo del mismo asi como, la consistencia y validez de los datos

obtenidos a través de este.

El andlisis de linealidad se llevé a cabo por medio de una curva de calibracion de 5
soluciones estandar cuyas concentraciones y respuestas fueron expresadas en términos de
absorbancia. Para cada nivel de concentracion, se calculé el coeficiente de variacion (CV),
obteniendo valores menores a 2% (Ver tabla No. 1), tal como lo establece el criterio de
aceptacion.

El andlisis para los datos de linealidad por medio de minimos cuadrados, reflejo que la
curva de calibracion se expresa por la ecuacion Y= 0.0054X - 0.000768. En donde el valor

de la ordenada al origen es: -0.000768 y 0.0054 el valor de la pendiente.

Los resultados del analisis de correlacion (r) y regresion lineal (r2) reportaron valores de
0.999 y 0.999 respectivamente (Ver tabla No. 2). Estos valores definen de forma parcial
que hay una relacién lineal significativa entre la absorbancia (respuesta del instrumento) y
la concentracién del Metronidazol analizado por el método en cuestion. La curva de
regresion obtenida se ajusta a los valores experimentales reportados, pues el valor de r?2
obtenido fue mayor a 0.998, segliin establecido por el criterio de aceptacion a un nivel de

significancia alfa (o) de 0.05.

Para dar soporte al analisis de linealidad, también se graficaron los valores residuales, que
son definidos como los puntos experimentales de la curva de regresion lineal, todos
expresados en direccion paralela del eje y (absorbancia). Es de notar que los valores estan
aleatoriamente distribuidos y no muestran una tendencia (Ver grafico No.2), lo cual define

un grado valido de linealidad.

Por dltimo, se realizé un andlisis de varianza para obtener el valor p (p-value), el cual
representa la probabilidad de obtener resultados por casualidad. El valor obtenido fue:
2.777 E-20. Debido a que es un valor muy pequeno, confirma que es improbable que los

resultados se hayan obtenido por casualidad.



Dados resultados satisfactorios para el parametro de linealidad, se aplicaron las mismas
especificaciones a un grupo de muestras a los mismos 5 niveles de concentracion
previamente analizados y con tres réplicas para cada nivel. Los valores de coeficiente de
variacion obtenidos fueron todos menores al 2% establecido por el criterio de aceptacion.

(Ver tabla No.3)

La ecuacion de regresion calculada al graficar las respuestas de absorbancia obtenidas en
relacion a la concentracion del analito fue: Y = 0.00537X - 0.023. Para esta ecuacion el

valor de la ordenada es -0.0023 y el valor de la pendiente: 0.00537. (Ver tabla No.4)

El coeficiente de correlacion (r = 0.998) y determinacion (r2 = 0.996) fueron mayores que
el limite de aceptacion establecidos para la validacion de los métodos analiticos. (0.98 y
0.99 respectivamente). Estos valores son un indicativo de la relacion lineal que existe entre
la absorbancia y concentracién del analito bajo las condiciones descritas por el método en

estudio. (Ver tabla No.4)

La grafica de los valores residuales, complementa el analisis de linealidad. Estos valores

mostraron una distribucion aleatoria y sin seguir una tendencia (Ver grafica No.4).

Como otra indicacion de linealidad, se calculé por andlisis de varianza el
valor -p = |.572E-17. Este valor determina que la ecuacién expresada representa de
forma estadisticamente significativa la asociacién que existe entre la absorbancia y la

concentracion de las muestras.

Cumplidos los criterios de aceptacion para las pruebas de significancia estadistica del

parametro de linealidad, se puede establecer que la linealidad del método es 6ptima.

Se realizé el andlisis de resultados del parametro de exactitud, por medio de la
determinacion del porcentaje de recuperacion obtenido a las concentraciones de 80%,
100% y 120% de Metronidazol. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron 99.54%,

99.94%, 100.68% respectivamente para cada nivel. (Ver Grafico No. 5)

En cada nivel se cumple con el criterio de aceptacion para el porcentaje de recuperacion,

todos los valores obtenidos estuvieron dentro del intervalo 98.0 a 102.0 %.



Asi mismo, a los datos obtenidos se aplico el test de Student para demostrar que no
existe diferencia significativa entre la cantidad anadida y el porcentaje recuperado
promedio en cada nivel analizado. Se obtuvo un tep de 1.93, 0.12, -0.97,
respectivamente para los niveles de 80%, 100%, 120% analizados. Para cada nivel el valor
t segln las tablas es tuy = 12.70 (a0 = 0,05; n-2) (Ver tabla No. 6). De acuerdo al
criterio de aceptacion, si el valor de te, obtenido es menor a tu, se puede sustentar
que el método es exacto al intervalo de concentraciones estudiado para el analito en

cuestion.

En relacion a la repetibilidad del método, que fue evaluada por medio del coeficiente de
variacién que mostraron |10 determinaciones a la concentracion nominal del analito, se
obtuvo una desviacion estandar de 3.66 X 10 -5 y un coeficiente de variacion (% CV)
de 0.3702. (Ver tabla No. 7). Dado que el valor de aceptacion para el coeficiente de
variacion (% CV), debe ser menor al 2% entre las mediciones, es posible establecer la
repetibilidad de los resultados obtenidos por medio el método en estudio para analito

Metronidazol.

La precision del método se determindé por medio de la medicion de diez
determinaciones muestras al de la concentracién de trabajo (100% equivalente a
0.0Img/mL)), de un mismo lote, analizadas por dos distintos analistas en diferentes dias.
El criterio de aceptacion para este parametro debe ser la obtencion de un coeficiente
de variacion (%CV) menor a 3.0% entre los analistas.

El coeficiente de variacion obtenido entre analistas fue de 1.17%, lo cual que es vilido
segun el criterio de aceptacién, y permite determinar que la precision intermedia del
método es adecuada aun cuando este se desarrolla en dias diferentes y por distintos

analistas. (Ver tabla No.8)

A partir de los mismos datos entre analistas, se realizé un ANOVA (Andlisis de varianza)
de dos vias para comparar y validar estadisticamente los resultados obtenidos por los
dos diferentes analistas.

Por medio del ANOVA se obtuvo el valor estadistico "F" para validar la diferencia entre
los resultados obtenidos por los analistas. El valor de la F para este grupo de muestras
debe ser menor a 4.11, que es el valor critico de F para este particular,(Ver tabla No.

9).



En este caso, el analisis demuestra que valor de F para los resultados de los analistas
es: 0.66. Debido a que el valor F no es mayor al valor critico de la F tedrica, es posible
establecer que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los analistas para

la determinacién del analito por método en estudio.

La selectividad del método se evalué de forma cualitativa por medio de comparacion
de la respuesta obtenida (absorbancia) del estandar, solucién placebo o matriz (sin el

principio activo) Y la solucién muestra.

En relacion al comportamiento de la matriz con respecto a la solucion estandar, se
establece que la matriz no presenta ningln tipo de senal que interfiera con la senal
presentada por la solucion estandar de Metronidazol a la concentracion de trabajo.

El comportamiento de la muestra con respecto al comportamiento del estandar, es
similar y comparable a la senal que presenta la solucion estandar de Metronidazol.
Ninguna muestra presenta alglin tipo de senal que interfiera con la senal de la solucidn

estandar.

En relacién al comportamiento del placebo fortificado con la solucién estandar con
respecto al comportamiento de placebo fortificado con la muestra, la senal que
presenta el placebo fortificado la solucion estandar de Metronidazol es similar y
comparable al comportamiento de placebo fortificado con la muestra, lo cual confirma

que la matriz no aporta ningln tipo de senal que interfiera con la medicion.

En base a los resultados anteriores, para los parametros de linealidad, exactitud,
precision, y selectividad del método antes descrito, se puede definir que desde la
concentracion 0.008 mg/mL hasta la concentracion de 0.012 mg/mL, se considera que
el método es apto para su aplicacion y desarrollo para la cuantificacion de Metronidazol

en 6vulos vaginales.



10. CONCLUSIONES

10.1 El método evaluado demostré adecuada linealidad en la curva de calibracion y en la
lectura de las soluciones muestras, con valores de coeficientes de correlacion “r” de 0.99
y de determinacion “r?” respectivamente. Estadisticamente fue posible establecer la
asociacion significativa entre la concentracion de las muestras y la absorbancia medida por

el espectrofotometro.

10.2 El parametro de exactitud, evaluado por medio del porcentaje de recuperacion, fue
satisfactorio y estadisticamente significativo segun el desarrollo de la prueba de t de
Student, confirmando la concordancia entre el valor experimental y el valor verdadero

para el rango de concentraciones evaluadas.

10.3 La precision se evaluo mediante ensayos de repetibilidad y de precision intermedia. Se
obtuvo un CV de la repetibilidad y un CV promedio para la precision intermedia
de0.3902 y 1.1722%, respectivamente, valores inferiores al limite establecido para el
coeficiente de variacion 2% que fue establecido para este parametro. De manera que, gse
puede considerar que el método en estudio es preciso en el rango de las concentraciones

evaluadas.

0.4 Los resultados obtenidos para la selectividad del método indican que no hay
interferencias significativas aportadas por la muestra o su matriz, por lo que se puede
establecer que el método es especifico para la determinacién de Metronidazol en la

forma farmacéutica en estudio.

10.5 EIl método propuesto en este trabajo de investigacion para la cuantificacion por
espectrofotometria Uv-Vis de Metornidazol 500 mg en ovulos vaginales solidos es
confiable, ya que cumple con los parametros de linealidad, exactitud, precision

especificidad, y rango establecidos por la bibliografia y normativas reconocidas.



1.2

1.3

1.4

I 1.RECOMENDACIONES

Adherirse a las condiciones de andlisis establecidas por el método para garantizar la
confiabilidad de los resultados de analisis. La modificacion de alguna de las condiciones

analiticas puede implicar el desarrollo de una nueva validacion

Verificar la calificacion de los equipos a utilizar previo al desarrollo del método

presentado, para asegurar que los resultados se vean afectados por este motivo.

El método para la cuantificacion por espectrofotometria Uv-Vis de Metornidazol 500
mg en ovulos vaginales sélidos, se adapta a las condiciones de un laboratorio de
control de calidad, por lo que se recomienda sea adoptado en los laboratorios de
analisis de rutina como parte del control de calidad para la mencionada especialidad
farmacéutica, siempre y cuando incluyan en cada rutina, una o mas muestras de

concentracion conocida como parte del control interno de cada analisis realizado.

Estandarizar la cuantificacion por espectrofotometria Uv-Vis de diversas formas

farmacéuticas cuyo principio activo sea Metronidazol.



12. ANEXOS

12.1 Generalidades y relevancia de la estandarizacion de un método analitico:
La estandarizacion de un método puede definirse como la confirmacion por medio de una
evaluacion, con la cual se suministra la evidencia necesaria para ratificar que los objetivos de

diseno del método bajo especificaciones particulares se cumplen en su totalidad.

También se ha definidko como el procedimiento para establecer pruebas
documentales que demuestren cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas
de desempeio que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas

pretendidas.

Segun las definiciones anteriores un método analitico debe conducir con un alto grado de
seguridad a la obtencion de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y
atributos de calidad previamente establecidos.

Por esta razén la estandarizacion de un método analitico es implementada por los laboratorios
de control de calidad para contar con una herramienta que les permita asegurar la calidad de

los productos destinados al consumo humano.

Debido a la importancia que han cobrado estas definiciones y sus innumerables aplicaciones
en los sistemas de garantia de calidad en laboratorios analiticos, se ha desarrollado un
movimiento industrial que tiene como fin cumplir con las normativas nacionales e
internacionales en todas las areas del andlisis. Por lo tanto los laboratorios han tomado
medidas que aseguren que son capaces de producir datos con el mas alto nivel de calidad. Las
medidas comprenden la estandarizacion de los procedimientos internos de control de calidad

y una adecuada practica de las mediciones de analisis quimico.

Los sistemas de garantia de calidad se han fundamentado en las distintas normativas que hacen
referencia a la importancia de la calidad y a la obtencion de resultados confiables y certeros
que cumplan con lo requerido por el mercado. De alli que la industria por medio de los

laboratorios de andlisis han utilizado ampliamente la normativa conocida como ISO.



Se han propuesto algunos principios que deber ser tomados en cuenta para la estandarizacion

de métodos analiticos:

Las mediciones analiticas deben hacerse para satisfacer un objetivo definido.

Las mediciones analiticas deben realizarse usando métodos y equipos evaluados, y asi
asegurar que estos son adecuados para su proposito.

Los analistas responsables de los andlisis deben estar calificados y ser competentes para
realizar de forma adecuada el analisis.

Las mediciones analiticas en un lugar en particular deben se consistentes con aquellas

realizadas en cualquier otro laboratorio.

12.2 Clasificacion de métodos analiticos:

12.2.1 Segiin Desarrollo del método:

12.2.1.1 Métodos estandar o normalizados: se refiere a aquellos métodos
publicados por organizaciones técnicas respetables y reconocidas que se ejecutan
tal y como se describen en estas publicaciones. Algunas de las Instituciones mejor
conocidas que se encuentran en esta categoria son:

United States Pharmacopeia (USP)

National Formulary (NF)

British Pharmacopeia (BP)

Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemist
(AOAC)

Food Chemical Codex

Aunque existen muchos métodos normalizados es necesario verificar su aplicacion

analitica especifica dentro del laboratorio en el cual sera usado.

12.2.1.2 Métodos no normalizados: son los métodos que no han sido
publicados por fuentes validadas. Para estos métodos no se dispone de estudios de
o datos de normalizacion. Por lo que se requiere que sean estandarizados,

documentados y autorizados.

12.2.2 Segun categoria del método:

El Reglamento Técnico Centroamericano ha definido cuatro categorias para la
clasificacion de los métodos analiticos y segin su categoria se establecen los

parametros de desempeno que son objeto de estandarizacion.



Categoria I: Pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s),
constituyen procedimientos quimicos que miden el (los) analito(s) presente(s) en una

muestra determinada.

Categoria ll: Pruebas para la determinacion del contenido de impurezas o de valores
imites para el control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba
cualitativa para determinar si la impureza esta presente en la muestra por encima o

por debajo de un valor limite especificado.

Categoria Ill: Pruebas fisico quimicas del desempeno. Constituyen procedimientos

de ensayo que miden caracteristicas propias del desempeno del medicamento.

Categoria IV: Pruebas de identificacion, las que se realizan asegurando la identidad de
un analito en una muestra.

Seglin estas categorias se han establecido los parametros de desempeno de los
procedimientos analiticos fisico-quimicos que permiten estandarizar un método, a

continuacion se resumen en una tabla.

Tabla IA : Parametros de desempeno segln categoria del método a validar

CATEGORIA DE CATEGORIA CATEGORIA CATEGORIA
CATEGORIA Il
PRUEBA | 1] v
Prueba de Prueba de
Parametro de Principio Fisicoquimico
limite limite Identificacion
desempeiio Activo desempeiio
cuantitativa | cualitativa
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de Deteccion No No Si * No
Limite de
No Si No * No
Cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

*Puede requerirse segun la naturaleza del ensayo



12.3 Generalidades de espectrofotometria Ultravioleta —Visible:

Basados en el principio que todas las sustancias pueden absorber energia

radiante segln su

estructura molecular, se ha tomado la espectrofotometria como el andlisis 6ptico mas usado

para andlisis cualitativos y cuantitativos de compuestos quimicos, estas técnicas de analisis

tienen gran importancia para los diferentes sectores de la industria, por su accesibilidad,

rapidez operativa y precision en el andlisis.

Cuando se habla de espectrofotometria es importante conocer algunas definiciones basicas:

12.3.1

12.3.2

12.3.3

12.3.4

12.3.5

Energia radiante: propagacion de la energia a través del espacio sin el soporte de la
materia.

Transmitancia: Magnitud que relaciona la energia radiante que atraviesa una muestra y
la energia radiante que incide sobre ella. Es el paso de la radiaciéon a través de un
medio sin cambio en su frecuencia de componentes monocromaticos.

Absorbancia: Magnitud que representa la cantidad de energia radiante que es absorbida
por un cuerpo o sustancia.

Longitud de onda: magnitud que representa la distancia en la direccion de propagacion
entre dos puntos sucesivos de una onda periédica en la cual la fase es la misma.
Espectro electromagnético: Es un conjunto de ondas que van desde las ondas con
mayor longitud hasta los que tienen menor longitud. Entre estos dos limites estan:
ondas de radio, microondas, infrarrojos, luz visible, luz ultravioleta y rayos X. La region

Ultravioleta-Visible abarca desde 10nm hasta 780nm.

Frecuencia aproximada en Hz

10 10 108 101 10" 10" 106 101 10%° 1022 104
| | | | | | | | | | |
I [ [ [ [ I [ [ I [ |
microondas luz visible rayos X
-
radio infrarrojo ultravioleta rayos gamma
| | | | | | | | | | |
I [ [ [ [ I [ [ I [ |
104 10? 100 102 10% 10¢ 108 1010 1072 104 1076

Longitud de onda aproximada en metros

Figura IA: Espectro electromagnético de absorcion


http://www.ecured.cu/index.php/Radiaci%C3%B3n_infrarroja
http://www.ecured.cu/index.php/Luz
http://www.ecured.cu/index.php/Radiaci%C3%B3n_ultravioleta
http://www.ecured.cu/index.php/Rayos_X

12.4 Principio de Medicién:
La espectroscopia UV-Vis se basa en el andlisis de la cantidad de radiacion electromagnética
(en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y visible) que puede absorber o transmitir
una muestra en funcion de la cantidad de sustancia presente.
Todas las técnicas de absorcion suponen que cuando una radiacion incide sobre una muestra
se produce una absorcion parcial de esta radiacion, lo que hace que se produzca una transicion
entre los niveles energéticos (AE) de la sustancia: atomo, molécula o ion -E.-, pasando al

estado excitado —E¢*-y el resto de radiacion es transmitida.

Eg
Miveles energéticos sustancia X

AE

Figura lIA: Niveles de absorcion energética

La transicion entre los niveles energéticos (AE) es caracteristico de cada sustancia, por lo que
el andlisis puede ser cualitativo para cada analito en una muestra. Ademas la cantidad de
energia (E) absorbida o transmitida es proporcional a la concentracion del analito lo cual
permite realizar un analisis cuantitativo.

La proporcionalidad ente intensidad de luz absorbida o transmitida y la concentracion de

analito viene definida por la ley de Lambert-Beer.

12.5 Ley de Lambert-Beer:
Es el resumen de dos leyes que relaciona la fraccion de radiacion absorbida con la
concentracion del analito y el espesor del medio. Se cumple para cualquier proceso de
absorcién en cualquier zona del espectro y se basa en que cada unidad de longitud a través de
la cual pasa la radiacion absorbe la misma fraccion de radiacion.

”

Si tenemos un haz de luz monocromatica, “lo”, que pasa a través de un material de espesor,
“b” la disminucién de la intensidad de luz transmitida, “It”, sera proporcional al camino
recorrido y a la concentracion de la sustancia absorbente, “c”,su relacion se expresa de la
siguiente manera:

| = |oe—€bc



El factor de proporcionalidad, “t”, se denomina absortividad molar y esta relacionado con la
probabilidad de absorcion de radiacion por parte de la sustancia en analisis.
Derivado de estas relaciones surge el concepto de transmitancia (T) definido como la fraccion

de la radiacion incidente transmitida por una sustancia:

T= 1/,

A fin de tener ecuaciones de ajuste lineal se utiliza su forma transformada logaritmica conocida
como absorbancia (A)
A= -logT = log lo
I
La absorbancia de una sustancia aumenta cuanto mayor es la atenuacién del haz de luz,
ocurrido lo inverso en la transmitancia. La absorbancia es directamente proporcional a la
longitud b de la trayectoria a través de la solucion y a la concentracion ¢ de la especie

absorbente. De manera que la ley de Lambert-Beer lo expresa como sigue:

A=¢ebc
&: Absortividad molar en L mol!
b: paso éptico en cm

c: Concentracién en mol L-!

Es importante resaltar que wuna sustancia cualquiera, que absorbe en el rango ultravioleta
visible, debido a su configuracion electrénica no lo hara a una Unica energia sino que podra
absorber en un rango de energias con distinta eficiencia en cada una de ellas, esto da lugar al
espectro de absorcion de esta sustancia que indica la intensidad de luz absorbida de cada

longitud de onda o energia.
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Figura IllA: Niveles de absorcion energética en el espectro

Cada sustancia tiene un espectro de absorcion caracteristico que dependera de la
configuracion electrénica de la molécula, atomo o i6n y de los posibles transitos electrénicos

que se puedan producir con la radiacion que incide sobre ella.



La naturaleza del disolvente, el pH de la solucion, la temperatura, la concentracion

de electrolitos, y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en los espectros de

absorcion de los compuestos.

12.6 Espectrofotémetro ultravioleta-visible

El instrumento utilizado en la espectrometria ultravioleta-visible se llama espectrofotémetro

UV-Vis. Mide la intensidad de luz que pasa a través de una muestra Yy la compara con la

intensidad de luz antes de pasar a través de la muestra.

Las partes basicas de un espectrofotometro son:

12.6.1

12.6.2

12.6.3

Fuente de luz/radiacidon: deben ser continuas en una amplia zona del espectro, de
intensidad elevada y constante con la longitud de onda. En la zona del visible la fuente
mas utilizada es la lampara de filamento de Wolframio, basada en la emision de
radiacion por efecto de la temperatura. Por debajo de 350 nm su potencia es
inadecuada por lo que se utilizan fuentes formadas por una ampolla que contiene dos
electrodos en el seno de un gas (Ar, Xe). Los electrodos aplican una descarga eléctrica
que excita las particulas de gas, de modo que cuando éstas vuelven al estado

fundamental lo hacen emitiendo luz ultravioleta.

Monocromadores: son sistemas que seleccionan un haz de radiacién con un estrecho
rango de longitudes de onda. Los filtros de absorcion se usan en la region del visible y
los de interferencia en las regiones ultravioleta y visible. Los monocromadores se
caracterizan por producir un haz de gran pureza espectral y por variar la longitud de
onda de la radiacion de forma continua y en un amplio intervalo. Los componentes
basicos de un monocromador son, una rendija de entrada, que selecciona un haz de
radiacion policromatica entrante, un elemento dispersante (prisma), que dispersa la
radiacion en sus longitudes de onda individuales, y una rendija de salida, que aisla la

banda espectral deseada.

Detector: son transductores que convierten la radiacion electromagnética en un
corriente o voltaje que posteriormente es amplificada y cuantificada. Este instrumento
puede ser de un unico haz o de doble haz. En un instrumento de un solo haz toda la
luz pasa a través de la célula muestra. La medicion se realiza retirando la muestra. Este
fue el primer diseno, y todavia estad en uso en la ensenanza. El mas utilizado en la

actualidad es el instrumento de doble haz, la luz se divide en dos haces antes de llegar



a la muestra. Un haz se utiliza como referencia, y el otro haz de luz ~ pasa a través de
la muestra. Algunos instrumentos de doble haz tienen dos detectores (fotodiodos), y
el haz de referencia y el de la muestra se miden al mismo tiempo. En otros
instrumentos, los dos haces pasan a través de un bloqueador que impide el paso de un

haz. El detector alterna entre la medida del haz de muestra y la del haz de referencia.

12.7 Métodos espectrofotométricos para analisis cuantitativo:

La absorcion de radiacion luminosa en las regiones ultravioleta y visible presenta multitud de
aplicaciones en analisis cuantitativo. No es necesario que el compuesto a analizar absorba
directamente radiacion si se puede transformar en un derivado que posea un cromoforo.
Mediante este mecanismo es posible analizar también una gran variedad de especies quimicas
cuya absorcion es inicialmente muy débil o bien se encuentran en una parte del espectro en
la que coexisten otras absorciones que interfieren. Con este fin, la medida de absorbancia
estda precedida de una transformacion quimica que debe ser especifica, total, rapida,
reproducible y conducir a un derivado estable en disolucion.

Para el analisis de una sustancia individual se comienza por el establecimiento de una curva de
calibrado, a partir de disoluciones de concentraciones conocidas del mismo, sometidas al
mismo tratamiento que la muestra. Esta curva, frecuentemente ajustada a una linea recta para

disoluciones diluidas, permite deducir la concentracion.

12.7.1 Preparacion de muestras para espectrofotometria ultravioleta-visible:
Las muestras para espectrofotometria UV-Vis suelen ser liquidas, aunque la
absorbancia de los gases e incluso de los sélidos también puede medirse. Las muestras
se colocan en una celda transparente, conocida como cubeta. Las cubetas suelen ser
rectangulares, con una anchura interior de | cm. Esta anchura se convierte en la
longitud de ruta, L, en la Ley de Beer-Lambert. También se pueden usar tubos de
ensayo como cubetas en algunos instrumentos. Las mejores cubetas estan hechas con
cuarzo de alta calidad, debido a que la mayoria de los plasticos absorben en el UV, lo

que limita su utilidad para longitudes de onda visibles.
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