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Resumen

Con la finalidad de estudiar y mejorar los parametros analiticos para la determinacion de metronidazol (MTZ) en medio
acuoso, en este trabajo se lleva a cabo un estudio de la interaccion de MTZ por voltamperometria ciclica (VC) sobre un electrodo
de trabajo de pasta de carbono (EPC) modificado por una ciclacion periédica con 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (2-Hp-B-CD)
a pH 1. Se determinaron el limite de deteccion (4.47 + 1.72) uM, el limite de cuantificacion (14.91 + 1.65) uM v la sensibilidad
(0.721 £0.013) pA uM™'. Ademas, se llevo a cabo un estudio utilizando como interferente otro medicamento en el mismo sistema
acuoso, la tetraciclina (Tc), demostrando que es posible determinar MTZ en presencia de Tc.
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Abstract

In order to study and improve the analytical parameters for the determination of MTZ in aqueous medium, in this work a
study of the interaction of MTZ is carried out by cyclic voltammetry on a carbon paste working electrode (EPC) modified by a
periodic cyclization with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (2-Hp-B-CD) a pH 1. The detection limit was determined (4.47 £ 1.72)
uM, limit of quantification (14.91 + 1.65) uM and sensitivity (0.721 + 0.013) uA pM™. In addition, a study was carried out using
tetracycline (Tc) as an interferent in another drug in the same aqueous system, showing that it is possible to determine MTZ in
the presence of Tc.
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1. Introduccion alta solubilidad en agua, su baja biodegradabilidad y su

capacidad mutagénica y cancerigena (Albini y Fasani, 1998),

El metronidazol también nombrado como 2-(2-metil-5-
nitro-1H-imidazol-1-il)-etanol por la IUPAC (ver Figura 1), es
un farmaco perteneciente a la familia de los nitroimidazoles
reconocido por tener un efecto antibacteriano vy
antiinflamatorio, utilizado principalmente en el tratamiento
para la eliminacion de bacterias anaerobias y protozoos
(Aboudalle et al., 2021). Asi mismo, el MTZ se ha detectado
en aguas residuales (0.011 a 0.055 uM) (Johnson y Mehrvar,
2008) sin embargo, la fotosensibilidad de su grupo nitro, su
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(Vasseghian et al., 2022), (Aboudalle et al., 2021) lo vuelven
uno de los contaminantes emergentes mas preocupantes.

La 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina  (2-Hp-p-CD), ver
Figura 2, es un derivado de la B-ciclodextrina, que es mas
soluble y ampliamente utilizada en el area farmacol6gica por
su capacidad para aumentar la solubilidad de compuestos
hidr6fobos, dar un mejor sabor y olor a los productos, mayor
estabilidad a los farmacos y contar con una toxicidad menor a
otras CD (Espinosa y Hernandez, 2005).
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Figura 1: Férmula desarrollada del metronidazol (MTZ).
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Figura 2: Formula desarrollada de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Con la finalidad de estudiar y mejorar los pardmetros
analiticos para la determinacion de MTZ en medio acuoso, en
este trabajo se lleva a cabo un estudio de la interaccion de MTZ
por voltamperometria ciclica sobre un electrodo de trabajo de
pasta de carbono modificado con una membrana polimérica de
2-hidroxipropil-p-ciclodextrina, ademas, se llevo a cabo un
estudio de interferencia utilizando como interferente un
antibidtico en el mismo sistema acuoso, la tetraciclina (Tc),
demostrando que es posible determinar MTZ en presencia de
Tc.

2. Experimental

Todas las soluciones se prepararon con reactivos de grado
analitico y agua desionizada. Metronidazol (Sigma Aldrich),
2-hidroxipropil-p-cilodextrina  (Sigma  Aldrich), acido
perclérico (J.T.Baker). Las soluciones se mantuvieron en una
atmosfera inerte de N2 a una temperatura constante de 25 °C,
asimismo, se evitd que las soluciones tuvieran incidencia de
luz.

El analisis por voltamperometria ciclica (VC) se llevo a
cabo en un potenciostato lvium Bassi en una celda tipica de
tres electrodos. Como electrodo de trabajo se utilizd un
electrodo de pasta de carbono con un area geométrica de
0.071 cm? (Ramirez et al., 1995), (Martinez et al., 1998), un
electrodo de referencia de Ag/AgCl saturado (solucién de KCI)
y como electrodo auxiliar un alambre de platino. Se utilizé
agua desionizada de un equipo Milli-Q (Millipore) con
resistividad de 18.0 MQ-cm.

3. Resultados y discusion

En la literatura se encuentra reportado por Voolgy et al.
(2007) que el MTZ tiene un pKa de 2.50 en una mezcla de

metanol-agua 15:65 en volumen. A pesar de que no determinan
del pKa en solucion acuosa, en la figura 3, se presenta el
diagrama lineal de zonas de predominio para las distintas
especies de MTZ construido a partir del pKa reportado en ese
trabajo siguiendo la metodologia de Rojas y Gonzélez (1986).
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Figura 3: Diagrama de zonas de predominio lineal en funcién del pH para
el metronidazol.

Como se puede observar en la figura 3 a pH 1 predomina la
especie protonada de MTZ y a pH 7 predomina la especie
neutra de MTZ por lo que para asegurar el predominio de la
especie de MTZH* en medio acuoso se trabaja a pH 1.

Se polimeriza una membrana de 2-Hp-p-CD a partir de una
solucion acuosa de concentracion 1x1072 M en 2-Hp-B-CD en
HCIO4 1M sobre un electrodo de trabajo de EPC vs Ag/AgCl
(ver Figura 4). Se inicio el barrido de potencial en direccion
anddica en una ventana de potencial de 1.2 V a-0.55 V y a una
velocidad de barrido de 0.1 Vs por 30 ciclos.
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Figura 4: Treinta ciclos de VC que ponen en evidencia la polimerizacion de
la membrana de 2-Hp-B-CD sobre un EPC vs Ag/AgCl a 0.1 V-s* en HCIO,
1M. El barrido del potencial se inicié en sentido anddico.

3.1. Cuantificaciéon de MTZ sobre una membrana de 2-Hp-4-CD

Se caracterizd el metronidazol por VC sobre un EPC
modificado con la membrana de 2-Hp-BCD y se observé que
presenta una sefial de reduccion en aproximadamente -0.34 V
(ver fig. 5 (b)), mientras que sobre un EPC sin modificar se
presenta un pico catodico en -0.44 V (ver fig. 5 (a)). La sefial
obtenida sobre el EPC modificado con 2-Hp-BCD en
comparacion con la sefial obtenida en el EPC sin modificar,
incluso comparada con la sefial obtenida por Roa et al. quienes
cuantificaron MTZ por voltamperometria diferencial de pulso
sobre un EPC maodificado con a-ciclodextrina (a-CD) (Roa et
al., 2016), encontramos que la sefial del pico de reduccion del
MTZ se recorre a potenciales mas positivos utilizando el EPC
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modificado con 2-Hp-B-CD, lo que podria indicar que la
membrana de 2-Hp-B-CD sobre el EPC acelera la transferencia
de electrones del MTZ hacia el electrodo. Mas aun, se puede
observar en la figura 5 (a) que la corriente del pico catddico
para MTZ 141.23 uM apenas alcanza los -30 pA, mientras que
en la figura 5 (b) es posible observar que con el EPC
modificado con 2-Hp-BCD, esta corriente ya se alcanzé con
MTZ 73.12 uM, lo que indica que la membrana de 2-Hp-p-CD
ayuda a mejorar la deteccion del farmaco.

Siguiendo el protocolo para validar un método de
cuantificacion (Oliveri y Allegrini, 2014), se obtuvieron los
parametros de desempefio analitico de cuantificacion de MTZ.
En la figura 5 (b) se muestra una familia de voltamperogramas
ciclicos a diferentes concentraciones de MTZ sobre un EPC
modificado con una membrana de 2-Hp-B-CD a pH 1. Se inicia
el barrido de potencial en direccion anddica en una ventana de
0.6 V a-0.5V, en todos los casos el barrido de potencial se
inicié en 0.2 V en la regién de corriente nula y a una velocidad
de 0.1 Vs?,
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Figura 5: (a) Linea negra continua VC de MTZ 141.23 uM sobre un EPC
vs Ag/AgCl a pH 1y linea punteada VVC sobre un EPC vs Ag/AgCl de HCIO,
pH1. (b) Familia de VC’s de MTZ a diferentes concentraciones mostradas en
la figura sobre un EPC modificado con 2-Hp-B-CD vs Ag/AgCl a pH 1. El
inserto presenta ip. = f [MTZ]. Todos VC’s iniciaron el barrido de potencial en
sentido an6dico a 0.1 V-s™.

Siguiendo la corriente de pico catddico de la Figura 5 (b),
se obtuvo la curva de calibraciéon para MTZ a pH 1. En el
inserto de la figura 5 (b) se muestra la curva de calibracion con
ecuacion ipc =(0.3301+£0.0052) pApM ™! [MTZ] +(0.29£0.23)
nA y con un coeficiente de correlacion de R?=0.997.

Se determinaron los parametros de desempefio analitico de
cuantificacion, asociados a la curva de calibracion (Oliveri y
Allegrini, 2014), los cuales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Pardmetros de desempefio analitico de cuantificacién de MTZ sobre
el EPC modificado con una membrana de 2-Hp-p-CD.

Sensibilidad (0.3301+0.0052) pApM™!
Limite de deteccién
(LD) (3.38+1.30) uM
Limite de

cuantificacién (LC) (11.271.25) uM

3.2. Estudio de interferencia de MTZ con tetraciclina sobre un
EPC modificado con 2-Hp-$-CD

Se llevd a cabo un estudio de interferencia, utilizando como
interferente un antibiotico, tetraciclina (Tc). Se obtuvo el
voltamperograma ciclico a pH 1 de MTZ con EPC modificado
con 2-Hp-B-CD en presencia de la Tc; se inicio el barrido de
potencial en un potencial de corriente nula de 0.2 V en
direccion catodica en una ventana de potencial de 0.6 V a 0.8
V a una velocidad de barrido de 0.1 V-s*. En la Figura 6 se
observa el voltamperograma de MTZ 46.65 uM sobre el EPC
modificado (en linea punteada negra) y el voltamperograma de
MTZ en presencia de Tc 43.79 UM, es posible observar que la
presencia de Tc en el sistema no presenta interferencia con la
sefial del MTZ.
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Figura 6: VC en sentido catddico de MTZ 46.65 pM sobre un EPC
modificado con 2-Hp-B-CD (linea punteada negra) y VC en sentido catédico
de Tc 43.79 uM sobre el sistema de MTZ en interaccién con el electrodo
modificado (linea continua roja) a pH 1. Todos los VVC se tomaron vs Ag/AgCl
a0.1Vs?

3.3. Comparando datos

En la Tabla 2 se presentan los datos de limite de deteccion
(LD) obtenidos en este trabajo junto con datos reportados en la
literatura para la determinacion de MTZ en diversos medios;
al comparar estos datos se aprecia que el analisis realizado por
V/C presenta un LD mas bajo que el que se encuentra reportado
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), sin
embargo, el uso de electrodos més sofisticados o con diferentes
modificaciones puede suponer una mejoria al limite de
deteccion del MTZ. Asi mismo, el LD obtenido en este trabajo
presenta un valor mas alto que el reportado para desactivacion
fluorescente y espectrofotometria de movilidad i6nica, sin
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embrago, los resultados obtenidos por VC muestran que es una
técnica viable y de mayor accesibilidad.

Tabla 2: Limites de deteccion del andlisis quimico experimental para MTZ.

Meétodo MTZ en medio: LD /_1 Ref.
pg-mb
Volt,amperometrla 057 En
Ciclica/ EPC
o HCIO, + este
modificado con 2- 0.22 trabajo
Hp-B-CD '
\/oltamperometria
de pulso 0.0479  (Roa
diferencial/ EPC HCIO4 + etal.,
modificado con 0.0034  2016)
o-CD
Voltamperometria z
Ciclica/ GCE*  Buffer Britton-  *90107 (Ll
modificado con Robinson NR** 2003')’
MWNT***
Polimero
impreso de
acido
Espectrofotometria metacrilico, 0.01 (Jafari
de movilidad dimetacrilato de * etal.,
iGnica etilenglicol y NR**  2009)
2,2’-azobis(2-
isobutironitrilo)
y metanol
Mezcla Buffer
B-R, 3-fenil-N-
[4-(10,15,20-
Desactivacion trifenil- 0.004  (Wang
fluorescente porfirina-5-il)- * etal,
; NR**  2009)
fenil]-
acrilamida
(TPPCA)
Metanol-agua- 0.9 (Erk
HPLC acido fosférico + etal.,
(30:70:0.20v/iv) NR**  2009)

* GCE: electrodo de carbén vitreo, por sus siglas en inglés
** NR: no reportado.
*** MWNT: nanotubos de carbono multipared, por sus siglas en inglés

4, Conclusiones

La metodologia propuesta por VC para la modificacién de
un EPC con 2-Hp-B-CD a pH 1 mostr6é una buena respuesta
para el andlisis y determinacion de MTZ en medio acuoso, con
ello se logré obtener los valores de desempefio analitico del
mismo, mostrando una linealidad relativamente amplia y un
limite de deteccion y de cuantificacién de MTZ competitivos
con otras metodologias. Ademas, se comprobo que la sefial del
farmaco no se ve afectada por la presencia de otro antibi6tico
(Tc). La modificacion de un EPC con 2-Hp-BCD en
voltamperometria ciclica muestra ser un método viable para la
determinacion de MTZ con la ventaja de ser mas econémico y
que no representa el uso de agentes dafiinos al medio ambiente.

Al no contar con normas oficiales para la determinacion y
cuantificacién de las cantidades permisibles de farmacos en
distintos tipos de aguas mexicanas, no es posible determinar si

los parametros de desempefio analitico obtenidos en este
trabajo cumplen con algun estandar establecido; sin embargo,
si cumplen con los pardmetros establecidos por la USP 30
(United States Pharmacopeial Convention, 2007) para su
determinacion en farmacos en medio acuoso.
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