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Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Cefotaxima

José A. GONZALEZ* y Osmell DIAZ

Centro de Quimica Farmacéutica, Departamento de Sintesis Quimica,
Calle 220 y Ave. 21, Atabey, Playa, CP 14042, Ciudad de la Habana, Cuba.

RESUMEN. Se reporta la evaluacion de cinco fases moviles para el analisis de cefota-
xima por cromatografia liquida de alta resolucién con empleo de una columna en fase
reversa (RP-18). Se determinan los coeficientes de correlacion para cada sistema de
disolvente al variar la concentracién del analito y se evaliian los cromatogramas por
altura de pico y area. De los tres métodos que resultan adecuados, se aconseja em-
plear el sistema de disolvente formado por metanol-agua-acido acético (30:70:0,1;
v/v/v) de pH 3,4 por presentar un mejor perfil cromatografico, un tiempo de reten-
cion adecuado (6,42 min) y un limite de deteccién de 4 ng.

SUMMARY. “High Performance Liquid Chromatography of Cefotaxime”. The evaluation
of five mobile phases for the analysis of cefotaxime by High Performance Liquid Chro-
matography with the use of a reverse phase column (RP-18) is reported. The correlation
coefficient for each solvent system was determined. Three solvent systems were found to
be suitable for the assay of cefotaxime: of them, a mobile phase composed by methanol-
water-acetic acid (30:70:0.1, pH 3.4) was the solvent mixture more suitable, as shows a
good chromatographic profile, an adequate retention time (6.42 min) and a detection limit
of 4 ng.

INTRODUCCION

Las cefalosporinas son antibioticos semi-sintéticos de la familia de las B-lacta-
mas. Debido a su buena actividad antibacteriana, a su resistencia a las B-lactama-
sas y a sus propiedades farmacocinéticas, son ampliamente empleadas en la pric-
tica clinica para infecciones severas 1. Dentro de esta familia de compuestos se en-
cuentra la cefotaxima, cefalosporina de amplio espectro de accién antibacteriana y
con bajo indice de efectos secundarios, de administracién parenteral considerada
como de tercera generacion 2.

Las cefalosporinas son generalmente determinadas por técnicas microbiolégi-
cas o por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) 38. En la literatura se
describen varios métodos por CLAR, que emplean diversos medios de deteccion
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para el andlisis de cefalosporinas, entre ellas la cefotaxima, ya sea como materia
prima o en formulaciones farmacéuticas y en fluidos biolégicos -13. Esta técnica de
andlisis es preferida dada su rapidez y especificidad, y porque permite el anilisis
simultdneo de diversas cefalosporinas 91415,

El objetivo de este trabajo es mostrar los resultados de la evaluacién de va-
rios sistemas de disolventes reportados en la literatura para la deteccién de cefota-
xima s6dica por CLAR, empleando una columna RP-18 (Merck).

MATERIALES Y METODOS
Reactivos y solventes

Se emple6 cefotaxima sbédica provista por la Empresa Farmacéutica “8 de
Marzo” (La Habana, Cuba). Los disolventes y reactivos utilizados fueron de calidad
HPLC o PA sin previa purificacién (Merck, Alemania o BDH Chemicals, Inglaterra).

Fases moviles

La fases méviles empleadas después de preparadas en la proporcién adecua-
da, fueron filtradas al vacio por medio de un embudo con placa filtrante N® 5 (ta-
mafo de poro 1,0 a 1,6 micras).

Los cinco sistemas de disolventes empleados fueron los siguientes:

A) metanol-fosfato monopotisico 0,01M (50:50), ajustado a pH 2,58 con Aci-
do fosférico (85%)

B) metanol-agua-dcido acético (30:70:0,1), ajustado a pH 3,4 con dcido acéti-
co glacial

C) metanol-acetato de sodio 0,01M (80:20), pH 4,5

D) metanol-fosfato monosédico 12,5M (20:80), ajustado a pH 2,6 con 4cido
fosférico (85%)

E) acetonitrilo-dcido acético ..M (13:87), pH 3,3

Soluciones de ensayo

La disolucién madre de cefotaxima sédica fue preparada en agua en concen-
traciéon de 1 mg/ml, diariamente. A partir de ella se prepararon diluciones con la
fase movil en estudio de modo de obtener las siguientes concentraciones de cefo-
taxima: 50, 20, 10, 8, 5, 2, 0,9, 0,4 y 0,2 pg/ml.

Equipos

Fue utilizado para el anilisis. un CLAR de la firma Merck-Hitachi, modelo
LaChrom, conformado por una bomba L7100, un detector UV modelo L-7400 y un
inyector con un loop de 20 pl, acoplados a una PC con el programa Biochrom
(CIGB, Cuba). La fase estacionaria fue una columna LiChrosorb RP-18 (5pm;
Merck) de 250 x 4 mm acoplada con una precolumna RP-18 (Merck). El flujo fue
variable para cada sistema de disolvente: A, C y D: 0,6 ml/min; B: 0,75 ml/min y
E: 1 ml/min. Las longitudes de onda seleccionadas para cada sistema de disolven-
tes fueron la siguientes: 254 nm para A, B y C, 240 nm para D y 270 nm para E.

Cdlculos

El andlisis estadistico de los resultados se realizé con empleo del programa
Statgraphic por el método de regresién simple basado en drea y altura de picos,
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como resultado de tres réplicas para cada determinacién y concentracion de traba-
jo. Se determiné el coeficiente de correlacidén para cada condicion experimental.
El limite de detecciéon (LOD) se determind por la cantidad minima de sustancia
que pudo ser detectada sin variacién de las condiciones cromatograficas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento cromatogrifico de cefalosporinas sobre material de fase
reversa como funcién de la composicién de la fase mévil ha sido reportado pre-
viamente 9. Las condiciones cromatogrificas ensayadas en este trabajo fueron las
mejores encontradas en la literatura consultada para cefalosporinas en general y
no para la cefotaxima en particular, como via de adecuar el sistema de disolventes
al compuesto en estudio 1-5.

La Figura 1 (a-e) muestra los perfiles cromatogrificos para cada fase movil
empleada en el estudio. Surge de los cromatogramas que el tiempo de retencién
oscila entre 2,55 y 11,29 min, valores que resultan adecuados para el anilisis rapi-
do de cefotaxima. No se detecté en ningin caso sefiales adicionales a la del com-
puesto en estudio que mostraran presencia de impurezas o descomposicion del
analito. Sin embargo, es necesario sefalar, que las disoluciones madres y las dilu-
ciones deben ser recientemente preparadas, pues al transcurrir 24 horas se obser-
van en los cromatogramas picos debidos a la degradacién del producto.

En la Tabla 1 se resumen los resultados del estudio estadistico efectuado con
el empleo de los cinco sistemas de disolventes. En ella puede observarse que para
todos los sistemas de disolventes se cumple una buena linealidad, con coeficientes
de correlacion superiores a 0,997 para el andlisis por drea o por altura de pico. Es
indicativo que para la fase moévil A el valor del “” de Student para la cuantifica-
cidn por altura de pico (4,0731) es superior al permisible para este tipo de anilisis
(2,4) de acuerdo al nimero de concentraciones fijadas para el estudio, por lo cual
este sistema de disolvente no es aconsejable.

Iae eendon Soelidene VaorT  deccion
Area Altura Area Altura
A 4.81 0.9998 0.9999 2.2828 4.0731 4
B 6.42 0.9986 0.9993 -0.2489 0.7847 4
C 2.55 0.9997 0.9997 1.4254 2.0398 4
D 4.72 0.9979 0.9990 1.4577 1.7610 4
E 11.29 0.9990 0.9971 -0.2131 -0.7792 40

Tabla 1. Resultados del anilisis estadistico. Ver en el texto la composicién de las fases moviles.

Por otro lado, con la fase mévil E el LOD fue superior a 40 ng de cefotaxima
y present6 el tiempo de retencién de mayor valor (11,29 min); por tanto, tampoco
es aconsejable para la deteccion de cantidades muy pequeiias.

Cabe consignar que también se ensay6 una fase mévil compuesta de acetoni-
trilo-acetato de sodio 0,05M (7:93) de pH 4,85, que mostré un tiempo de retencion
de 25 min, por lo cual fue desechada.
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Figura 1. Perfiles cromatograficos de cefotaxi-
ma utilizando diferentes fases moéviles: A) meta-
nol-fosfato monopotasico 0,01M (50:50), ajusta-
do a pH 2,58 con acido fosférico (85%); B) me-
tanol-agua-acido acético (30:70:0,1), ajustado a
pH 3,4 con acido acético glacial; C) metanol-
acetato de sodio 0,01M (80:20), pH 4,5; D) me-
tanol-fosfato monosédico 12,5M (20:80), ajusta-
do a pH 2,6 con acido fosforico (85%); E) ace-
tonitrilo-acido acético ..M (13:87), pH 3 3.
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Por lo tanto, los sistemas de disolventes B, C y D resultan seleccionados para
el andlisis de cefotaxima sodica. Sin embargo, se recomienda el sistema B dado
que los disolventes son de facil adquisiciéon y no se utiliza un sistema buffer; ade-
mis, el tiempo de retencién que presenta la cefotaxima (6,42 min) permite detec-
tar cualquier posible contaminante de menor tiempo de retencidén sin superposi-
cion de senales al perfil cromatogrifico del analito. De la literatura consultada, las
condiciones para el andlisis cromatogrifico (columnas y flujos de disolventes) para
cada fase mévil no coinciden con las empleadas en nuestro estudio, por lo que re-
sulta inadecuado realizar un andlisis comparativo, aunque si coincidimos en la
sencillez y reproducibilidad de los resultados para los sistemas de disolventes B y C.

CONCLUSIONES

El estudio de cinco sistemas de disolventes permitié determinar que hay tres
fases moéviles susceptibles de ser utilizadas para el anilisis de cefotaxima sédica
por cromatograia liquida de alta resolucién empleando una columna de fase re-
versa RP-18 de 250 x 4 mm (Merck).
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