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INTRODUCCION

Las penicilinas y cefalosporinas constituyen una amplia familia de antibié-
ticos de uso generalizado y de estructuras semejantes (Tabla I). Todas poseen,
al menos, un grupo carboxilico y algunas de ellas poseen ademds uno o mas °
grupos amino en su molécula. Dependiendo del pH del medio, por tanto,
pueden presentarse en formas indisociadas, aniénicas, catiénicas o de zwitte-
rién.

Son varios los trabajos que describen fases estacionarias no polares para
la separacion de algunas cefalosporinas y penicilinas3, 5, 4; no obstante hemos
creido interesante estudiar de forma mas sistemadtica la influencia de la ioniza-
cién de las penicilinas y cefalosporinas sobre las interacciones con fases
estacionarias no polares del tipo octadecilsilica (ODS). Consideramos que este
estudio puede servir para facilitar la comprensién de los factores que gobier-
nan el proceso cromatografico, asi como para predecir las condiciones necesa-
rias para obtener el 6ptimo de separacién. Igualmente, puede contribuir a
caracterizar las propiedades hidrofébicas de las diferentes penicilinas y cefa-
losporinas, y sus posibles relaciones con las propiedades farmacolégicas.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos:

Todas las penicilinas, cefalosporinas, dcido 7-aminocefalosporanico (7-
ACA), édcido 6-aminopenicildnico (6-APA) y dcido 7-aminodesacetoxicefa-
losporanico (7-ADCA), fueron gentilmente cedidos por ANTIBIOTICOS, S. A.

An. Fac. Vet. Leén, 1978, 24, 17-31.
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Los productos quimicos utilizados fueron calidad reactivo analisis y se
emplearon sin necesidad de purificacién posterior.

Las disoluciones reguladoras empleadas fueron de fosfatos a la concentra-
cién 0,05 M, empleando sulfato sédico para ajustar en cada caso a la fuerza
i6nica deseada. Las mezclas de metanol-disolucién reguladora se expresaron
como tanto por ciento en volumen.

Condiciones de la cromatografia:

Con Bonpapack C18 (30-70 micras), suministrado por Waters Assoc., se
llené «en seco» una columna de acero de 2,5 X 600 mm provista de los
correspondientes adaptadores y filtros de 10 micras. El acondicionamiento de
la columna una vez empaquetada, se realizé6 pasindole 200 ml de dimetilfor- -
mamida a 40°C y seguidamente 300 ml de metanol. El cromatégrafo de liquido
estd equipado con una bomba Constametrick II (Lab. Data Control), un inyec-
tor de «lazo» de 20 microlitros (Rheodyne. Mod. 7120), un detector de UV a
250 nm (UV IIT Lab. Data Control) y un registrador Sargent-Welch Mod. XKR.

Las disoluciones de las sustancias cromatografiadas se prepararon en fase
mévil a la concentracién de 50 mg en 100 ml, excepto las penicilinas que se
disolvieron a la concentracién de 300 mg en 100 ml. En todos los casos se
inyectaron 20 microlitros de disolucién de la muestra. El caudal fue siempre de
I ml/m y la sensibilidad del detector de UV se ajusté entre 0,004 y 0,128
dependiendo del coeficiente de extincién del producto analizado.

Los factores de capacidad (k’) fueron calculados mediante la ecuacién

Vr-V,
k' =
Vo
donde V& es el volumen de elucién del pico cromatogréfico y V, es el volumen

muerto de la columna, determinado como el volumen de elucién de un pico no
retenido.

RESULTADOS Y‘DISCUSION

En la figura 1 se recogen los resultados de las determinaciones de los
coeficientes de capacidad para el 7-ACA, 7-ADCA, 6-APA y cefalosporina C'a
diferentes pH, empleando como fase mévil disolucién reguladora de fosfatos
0,05 M, fuerza i6nica 0,15 (sulfato sédico) y temperatura ambiente. La fase
estacionaria, como se ha indicado, es bondapack C18.

Los factores de capacidad para cefalotina, cefaloridina, cefazolina, cefra-
dina, cefalexina, ampicilina y 7-FADC a los diferentes pH estudiados estin
representados en la figura 2. La fase mévil empleada ha sido una mezcla
formada por 10 v de metanol mas 90 volimenes de la correspondiente disolu-
cién reguladora de fosfatos 0,05 M fuerza i6nica 0,15 (sulfato sédico) y tempe-
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FIGURA 1

ratura ambiente. En la figura 3 se agrupan los factores de capacidad de las
mismas sustancias especificadas anteriormente més el de la penicilina G, en
funcién del pH, cuando se emplea una fase maévil compuesta de 20 volimenes
de metanol y 80 volumenes de disolucion reguladora de fosfatos 0,05 M y
fuerza i6nica 0,15.

En la figura 4 se représentan los factores de capacidad de las penicilinas y
cefalosporinas indicadas anteriormente mds los de la penicilina V y los de la
fenoxipropilpenicilina (P-152), en funcién del pH, empleando como fase mévil
una mezcla de 30 volimenes de metanol y 70 volimenes de disolucién regula-
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FIGURA 2

dora de fosfatos 0,05 M y fuerza iénica 0,15. Como ya se indicé, todos los
ensayos se hicieron a temperatura ambiente.

Influencias estructurales:

Los factores de capacidad k’, encontrados para los «niicleos» de penicili-
nas y cefalosporinas (6-APA, 7-ADCA y 7-ACA) son considerablemente mas
bajos que los de las penicilinas y cefalosporinas. Por esta razén, los valores de
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FIGURA 3

las k’ de los «niicleos» de penicilinas y cefalosporinas solamente se determina-
ron en disolucién acuosa como fase mévil, mientras que el de las penicilinas y
cefalosporinas, debido a su gran volumen de retencién (k’ muy grande), fue
necesario estudiarlo con fases moviles a diferentes concentraciones de meta-
nol. : .

Como puede verse en la figura 1 para los «niicleos» de penicilinas y
cefalosporinas los valores mds elevados de k’ corresponden al 7-ACA y los
menores al 7-ADCA, mientras que el 6-APA tiene valores intermedios, como
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FIGURA 4

corresponde a la mayor hidrofobicidad del 7-ACA debido a la introduccién del
grupo acetoxi. ’

La acilacién del grupo amino del 7-ACA, 6-APA y 7-ADCA conduce a las. -

cefalosporinas y penicilinas y a un notable incremento de la retencién por la”
columna de ODS. En general, podemos afirmar que las cefalosporinas son
menos retenidas que las penicilinas.

Dentro de las cefalosporinas, la influencia de la naturaleza de la cadena
lateral es muy marcada. De las cefalosporinas estudiadas, la de mayor factor
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de capacidad es la cefilotina y la de menor la cefalosporina C. Parece dedu-
cirse que los valores mds altos de k’ se encuentran cuando las cadenas
laterales poseen nicleos arométicos o conjugados. Es de destacar, la notable
diferencia entre los valores de k’ de la cefalotina y cefaloridina, como conse-
cuencia de la sustitucién del grupo acetoxi en la posicién 3 del anillo de tiacina
(cefalotina) por un grupo piridino (cefaloridina), que aumenta considerable-
mente la polaridad y consecuentemente disminuye la retencién de la cefalori-
dina frente a la observada para la cefaltotina (ver Figs. 2, 3 y 4).

En el caso de las desacetoxicefalosporinas, se observa que los valores de
los factores de capacidad disminuyen en la serie 7-FADC > Cefradina >
Cefalexina. Evidentemente la introduccién de un grupo amino en la cadena
lateral disminuye considerablemente la hidrofobicidad de la molécula y por
tanto la retencién por la columna de ODS. En las penicilinas, los factores de
capacidad disminuyen en la serie P-152 > P-V > P-G > Ampicilina.

Influencia del contenido en metanol de la fase mévil:

Como era de esperar la retencién de las cefalosporinas y penicilinas por la
fase estacionaria no polar de octadecilsilica disminuye a medida que aumenta
la concentracién en metanol de la fase mévil. Para las diferentes penicilinas y
cefalosporinas estudiadas, a pH 7,6, la representacién del log. k’ frente a la
concentracién de metanol en la fase mévil, expresada en tanto por ciento en
volumen, muestran una relacién lineal razonable, de pendientes semejantes
(Fig. 5). El pH, como se comentard mas adelante, tiene una gran influencia
sobre los tiempos de retencién de las penicilinas y cefalosporinas por la fase
estacionaria de ODS; sin embargo, apenas si tienen influencia en las pendien-
tes de la representacién log. k’/% metanol, tal como puede comprobarse en la
figura 6 donde se representan el log. k’/% metanol a los pH 2,6; 4,7; 7,6 para
Cefradina y Cefalexina. Solamente en grado de matiz en el caso de cefalospo-
rinas y penicilinas en forma de zwitterion podrian detectarse pendientes lige-
ramente menores.

YAMANA® utiliza el log. k’ como indice lipéfilo para algunas cefalosporinas
y penicilinas, considerdndolo andlogo al indice Rm determinado para Cefalos-
porinas y penicilinas a partir de cromatografia en capa fina en fase invertida y
comparativo con el log. P, logaritmo del coeficiente de reparto, determinado
en sistemas agua-n-octanol, que estd generalmente aceptado como indice
lipéfilo. '

Los resultados encontrados por nosotros parecen confirmar la posibilidad
de empleo del log. k’ como expresién del caréacter lipéfilo de las penicilinas y
cefalosporinas. Es de resaltar, que nosotros encontramos un mayor caricter
lipéfilo de la cefalotina que para la cefaloridina, tal como era de esperar por
sus diferencias de polaridades. Igualmente el log. k’ para la cefradina, segiin
nuestros datos, es mayor que el correspondiente valor para la cefalexina, de
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acuerdo con lo encontrado para los valores de log. P y de Rm y en contra de lo
hallado por Y-AMANAS.
Influencia de la concentracién de sales:

Se ha estudiado, en primer lugar, la influencia de la fuerza iénica sobre
"los volimenes de retencién por fase estacionaria de ODS de las siguientes
sustancias: 7-ACA, 7-ADCA, 6-APA y Cefalosporina C. Las fases méviles
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utilizadas han sido buffer de fosfatos 0,05 M a los pH 2,5; 3,5 y 7 y para cada
pH se usaron los siguientes valores de fuerza iénica: 0,15; 0,5; 1,0; 1,5 y 2,0.
En la figura 7 se recogen los resultados hallados para el 7-ACA, 7-ADCA y
6-APA. Como puede verse, a pH 2,5 y 3,5 donde las sustancias se encuentran
fundamentalmente en las formas catiénicas y de zwitterion, la influencia de la
fuerza iénica sobre los coeficientes de capacidad es muy pequefia. Segin
FoNG esto puede ser debido al efecto protector que ejercen las moléculas de
agua que formarian enlaces de hidrogeno con el grupo amino protonizado. A
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FIGURA 7

pH 7, donde estas sustancias estdn en forma aniénica, la influencia de la
fuerza iénica si es importante, especialmente en el caso del 7-ACA y va
disminuyendo en la serie 7-ACA > 6-APA > 7-ADCA. El incremento de k’ con
la fuerza iénica puede explicarse, segin HORVATH? por el incremento en la
tensién superficial de la fase acuosa cuando la concentracién de las sales se:
incrementa. En la figura 8 se representa, para la cefalosporina C, los valores
de k’ en funcién de la fuerza i6nica y a los pH 2,5; 3,5 y 7 y en las mismas
condiciones especificadas anteriormente. Como puede verse, excepto para pH
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FIGURA 8

2,5 y fuerza iénica muy bajas, la representacién k’/p son lineas rectas de
pendientes semejantes para cada uno de los tres pH estudiados. En este caso,
la forma iénica de la cefalosporina C no afecta a la influencia de la fuerza
i6nica.

Se ha estudiado, también, la influencia de la fuerza iénica sobre la
retencién de PG, PV, P-152 y 7-FADC a los dos pH (2,6 y 6,0) usando como
fase mévil una mezcla de buffer de fosfatos 0,05 M y Metanol. (2:1 v). Como
puede verse en la figura 9 al representar k’ en funcién de la fuerza iénica se
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obtienen curvas decrecientes a pH acido, donde hay mezclas de las formas
indisociadas y catiénicas. Por el contrario, a pH 6, donde las penicilinas y
cefalosporinas estan en forma anidnica el aumento de la fuerza iénica hace
aumentar k’. Es de resaltar que la variacién de la fuerza iénica ‘de la fase m0v11‘
influye més sobre las especies cargadas que sobre las que no tienen carga y -
ademas de forma opuesta. Efectivamente, un aumento de la fuerza iénica
aumenta la retencién de las especies cargadas y disminuye la retencién de las
formas acidas indisociadas. También conviene destacar la escasa influencia
que tienen las sales sobre la retencién del 7-FADC y de la P-G.
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Influencia del pH:

Como puede verse en las figuras 1, 2, 3 y 4, el pH ejerce una notable
influencia sobre la retencién de las cefalosporinas, penicilinas y sus corres-
pondientes «ntcleos», por la fase estacionaria de ODS. Debido a la escasa
estabilidad tanto de las penicilinas y cefalosporinas como de la fase estaciona-
ria en medios fuertemente acidos o alcalinos, nos hemos visto obligados a
realizar estudio a pH comprendidos entre 2,5 y 7,7. Las formas de las curvas
obtenidas al representar k’/pH son de diferentes tipos, pudiéndose agrupar en
tres clases: a) Curvas k’/pH de formas aproximadamente sigmoidales obteni-
das para el 7-ACA, 6-APA y 7-ADCA (Fig. 1). b) Curvas k’/pH de formas
parabélicas obtenidas para las penicilinas y cefalosporinas que poseen un
grupo amino y un grupo carboxilo en su molécula (Figs. 2, 3 y 4) y ¢) Curvas
k’/pH obtenidas para las penicilinas y cefalosporinas con un solo grupo carbo-
xilo y de forma aproximadamente sigmoidales decrecientes con el pH.

RESUMEN

Se ha estudiado la influencia del contenido en metanol, fuerza iénica y pH
de la fase mévil sobre la cromatografia de penicilinas y cefalosporinas cuando
se usa como fase estacionaria Bondapack C'8.

Se han determinado los factores de capacidad correspondientes, realizan-
dose un estudio comparativo de los resultados obtenidos para las diferentes
penicilinas y cefalosporinas, asi como para el acido 7-aminocefalosporinico
(7-ACA), acido 6-aminopenicilanico (6-APA) y 4cido 7-aminodesacetoxicefa-
losporanico (7-ADCA).

SUMMARY

A study has been carried out on the influence of methanol content, ionic
strength and pH of mobile phase on Chromatography of penicillins and cepha-
losporins when Bondapack C8 is used as stationary phase.

The corresponding capacity factors have benn determined and a compara-
tive study has also been carried out of the results obtained for different
penicillins and cephalosporins, as well as for 7-Amino Cephalosporanis Acid
(7-ACA), 6-Amino Penicillanic Acid (6-APA) and 7-Amino Deacetoxy Cepha-
losporanic Acid (7-ADCA).
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