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RESUMEN. Se reporta la evaluación de cinco fases móviles para el análisis de cefota- 
xima por cromatografía líquida de alta resolución con empleo de una columna en fase 
reversa (RP-18). Se determinan los coeficientes de correlación para cada sistema de 
disolvente al variar la concentración del analito y se evalúan los cromatogramas por 
altura de pico y área. De los tres métodos que resultan adecuados, se aconseja em- 
plear el sistema de disolvente formado por metanol-agua-ácido acético (30:70:0,1; 
V/V/V) de pH 3,4 por presentar un mejor perfil cromatográfico, un tiempo de reten- 
ción adecuado (6,42 min) y un límite de detección de 4 ng. 
SUMMARY. "High Performance Liquid Chromatography of Cefotaxime". The evaiuation 
of five mobile phases for the anaiysis 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. 

Las cefalosporinas son antibióticos semi-sintéticos de  la familia de  las B-lacta- 
mas. Debido a su buena actividad antibacteriana, a su resistencia a las p-lactama- 
sas y a sus propiedades farmacocinéticas, son ampliamente empleadas e n  la prác- 
tica clínica para infecciones seveias 1 .  Dentro de  esta familia d e  compuestos s e  en- 
cuentra la cefotaxima, cefalosporina de  amplio espectro de  acción antibacteriana y 
con bajo índice de  efectos secundarios, de  administración parenteral considerada 
como d e  tercera generación 2.  

Las cefalosporinas son generalmente determinadas por técnicas microbiológi- 
cas o por cromatografia líquida de  alta resolución (CLAR) 3-8. En la literatura s e  
describen varios métodos por CLAR, que emplean diversos medios de  detección 
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para el análisis d e  cefalosporinas, entre ellas la cefotaxinia, ya sea como materia 
prima o e n  formulaciones farmacéuticas y en fluidos biológicos 9-13, Esta técnica de  
análisis es  preferida dada su rapidez y especificidad, y porque permite el análisis 
simultáneo d e  diversas cefalosporinas 9J4J5. 

El objetivo d e  este trabajo es mostrar los resultados de  la evaluación d e  va- 
rios sistemas d e  disolventes reportados en la literatura para la detección de cefota- 
xirna sódica por CLAR, empleando una columna RP-18 (Merck). 

Reactivos y solventes 

Se empleó cefotaxima sódica provista por la Empresa Farmacéutica "8 de  
Marzo" (La Habana, Cuba). Los disolventes y reactivos utilizados fueron d e  calidad 
HPLC o PA sin previa purificación (Merck, Alemania o BDH Chemicals, Inglaterra). 

Fases mdvZles 

La fases móviles empleadas después d e  preparadas en  la proporción adecua- 
da,  fueron filtradas al vacío por medio de  un embudo con placa filtrante N" 5 (ta- 
maño de  poro 1,0 a 1,6 niicras). 

Los cinco sistemas d e  disolventes empleados fueron los siguientes: 
A) metanol-fosfato monopotásico 0,OlM (50:50), ajustado a pH 2,58 con áci- 

d o  fosfórico (85%) 
B) metanol-agua-ácido acético (30:70:0,1), ajustado a pH 3,4 con ácido acéti- 

co glacial 
C) metanol-acetato d e  sodio 0,OlM (80:20), pH 4,5 
D) metanol-fosfato monosódico 12,5M (20:80), ajustado a pH 2,6 con ácido 

fosfórico (85%) 
E) acetonitrilo-ácido acético ... M (13:87), pH 3,3 

Soluciones de ensayo 

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

Equipos 
Fue utilizado para el análisis. 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) d e  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 d e  onda seleccionadas para cada sistema d e  disolven- 
tes fueron la siguientes: 254 nm para A, B y C, 240 nm para D y 270 nm para E. 

Cálculos 

El análisis estadístico de  los resultados s e  realizó con empleo del programa 
Statgraphic por el método de  regresión simple basado en área y altura d e  picos, 
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coino resultado de  tres réplicas para cada determinación y concentración d e  traba- 
jo. Se determinó el coeficiente de correlación para cada condición experimental. 
El límite de  detección (LOD) se determinó por la cantidad mínima d e  sustancia 
que pudo ser detectada sin variación de las condiciones cromatográficas. 

RESULTADOS Y DISCUSI~N 

El comportamiento cromatográfico de cefalosporinas sobre material d e  fase 
reversa como función de  la composición de  la fase móvil ha sido reportado pre- 
viamente 9. Las condiciones cromatográficas ensayadas en  este trabajo fueron las 
mejores encontradas en la literatura consultada para cefalosporinas en general y 
no para la cefotaxima en particular, como vía de  adecuar el sistema de  disolventes 
al compuesto en estudio 1-5. 

La Figura 1 (a-e) muestra los perfiles cromatográficos para cada fase móvil 
empleada en  el estudio. Surge de  los cromatogramas que el tiempo d e  retención 
oscila entre 2,55 y 11,29 min, valores que resultan adecuados para el análisis rápi- 
d o  d e  cefotaxima. No s e  detectó en ningún caso señales adicionales a la del com- 
puesto en estudio que mostraran presencia d e  impurezas o descomposición del 
analito. Sin embargo, es necesario señalar, 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 degradación del producto. 

En la Tabla 1 se  resumen los resultados del estudio estadístico efectuado con 
el empleo d e  los cinco sistemas de  disolventes. En ella puede observarse que para 
todos los sistemas de  disolventes se  cumple una buena linealidad, con coeficientes 
de  correlación superiores a 0,997 para el análisis por área o por altura de  pico. Es 
indicativo que para la fase móvil A el valor del "t" de  Student para la cuantifica- 
ción por altura d e  pico (4,0731) es superior al permisible para este tipo de  análisis 
(2,4) d e  acuerdo al número de  concentraciones fijadas para el estudio, por lo cual 
este sistema de  disolvente no es aconsejable. 

Fase Tiempo de Coeficiente Lúnlte de 
móvil retención Correlación Valor T detección 

(mh) cng> 

Área Altura Área Altura 

Tabla 1. Resultados del análisis estadístico. Ver en el texto la composición de las fases móviles. 

Por otro lado, con la fase móvil E el LOD fue superior a 40 ng d e  cefotaxima 
y presentó el tiempo de  retención de mayor valor (11,29 min); por tanto, tampoco 
es aconsejable para la detección de  cantidades muy pequeñas. 

Cabe consignar que también se ensayó una fase móvil compuesta d e  acetoni- 
trilo-acetato d e  sodio 0,05M (7:93) de  pH 4,85, que mostró un tiempo de  retención 
de  25 min, por lo cual fue desechada. 
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Figura 1. Perfiles cromatográficos de cefotaxi- 
rna utilizando diferentes fases móviles: A) nieta- 
1101-fosfato monopotásico 0,01M (50:50i. ajusta- 
do a pH 2,58 con ácido fosfórico (85V0); B) me- 
tanol-agua-ácido acético i30:70:0,1>, ajustado a 
p H  3,4 con ácido acético glacial; C) metariol- 
acetato de sodio 0,OlM (80:20). p H  4,5: D) me- 
tanol-fosfato nionosódico 12,SM (20:80), ajusta- 

O 2 4 6 8 10 12 do a p H  2,6 con ácido fosfórico (85%): E) ace- 
tiempo (min) toilitrilo-ácido 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 análisis d e  cefotaxima sódica. Sin embargo, se recomienda el sistema B dado 
que los disolventes son de fácil adquisición y no s e  utiliza un sistema buffer; ade- 
más, el tiempo de  retención que presenta la cefotaxima (6,42 min) permite detec- 
tar cualquier posible contaminante de  menor tiempo de  retención sin superposi- 
ción d e  señales al perfil cromatográfico del analito. De la literatura consultada, las 
condiciones para el análisis cromatográfico (columnas y flujos de  disolventes) para 
cada fase móvil no coinciden con las empleadas en nuestro estudio, por lo que  re- 
sulta inadecuado realizar un análisis comparativo, aunque sí coincidimos en la 
sencillez y reproducibilidad de los resultados para los sistemas de  disolventes B y C. 

El estudio d e  cinco sistemas de disolventes permitió determinar que hay tres 
fases móviles susceptibles de ser utilizadas para el análisis d e  cefotaxima sódica 
por cromatograía líquida de  alta resolución empleando una columna d e  fase re- 
versa RP-18 d e  250 x 4 mm (Merck). 
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