UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

INTERACCION DE METALES TOXICOS CON CEFTIZOXIMA.:
COMPLEJOS CONCU Y V.

TESIS PRESENTADA EN
LA FACULTAD DE FARMACIA

COMO ASPIRANTE AL GRADO DE DOCTOR EN FARMACIA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA INORGANICA Y BIOINORGANICA

POR

REGINA ORENGA MENENDEZ

MADRID

12 de septiembre de 1994



DEPARTAMENTO DE QUIMICA
INORGANICA Y BIOINORGANICA

FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

28040 - MADRID - (ESPARA)

D. Antonio Luis Doadrio Villarejo, Profesor Titular del Departamento de
Quimica Inorganica y Bicinorganica de la Facultad de Farmacia, de la Universidad

Complutense de Madrid.

CERTIFICA que el trabajo presentado por D* REGINA ORENGA MENENDEZ, titulado
“ INTERACCION DE METALES TOXICOS CON CEFTIZOXIMA: COMPLEJOS CON CU Y
V.”, ha sido realizado bajo su direccion y reune todos los requisitos necesarios para ser

presentado como Tesis Doctoral.

Y para que conste, io firmo en Madrid a 15 de septiembre de 1994.

Fdo: A.L. Doadrio Villarejo



RECONOCIMIENTOS

Deseoc expresar mi profunda gratitud al Departamento de Quimica
Inorganica y Bioinorganica, donde he realizado la presente Tesis Doctoral, a todos

sus miembros, y en especial a su Directora, D* Maria Vallet Regi.

A todos ellos, por los buenos momentos pasados, por su comprension y por
los animos dados en los inevitables momentos en los que la investigacion no

progresa.

A Mariano, que siempre estd presente cuando se le necesita y siempre

dispuesto a echarnos una mano, precisa y Util.

Y por supuesto, al Director de mi Tesis, Prof. Dr. Antonio Doadric Villarejo,
que con su inestimable paciencia y ayuda ha logrado que sea posible este

momento.



Por Andrea y Antonio,



INDICE

Pagina

RECONOCIMIENTOS i
INDICE iv
INTRODUCCION vii
OBJETIVOS 1
PLAN DE TRABAJO 2
PARTE TEORICA 4
CEFTIZOXIMA: CARACTERISTICAS GENERALES 4
RELACIONES ESTRUCTURA ACTIVIDAD 13
METODOS DE DETERMINACION ANALITICA 16
ANTECEDENTES 19
INTERACCION DE METALES CON ANTIBIOTICOS 19
PARTE EXPERIMENTAL 23
MATERIAL Y METODOS 23

Patrones y Reactivos

23

Soluciones Tampones

24

Instrumentacioén

26

Cromatografia de liquidos en fase reversa

26

Cromatografia ionica

28

pHmetro

29

Balanza

29

ENSAYOS CROMATOGRAFICOS

30




RESULTADOS Y DISCUSION 32

MECANISMO DE LAS REACCIONES 32
Ceftizoxima 33
Adicion de Cobre 49
Adicion de Vanadio n
Estequiometria del complejo 78
Adicién de Niquel 85

REACCIONES DE HIDROLISIS 88

Ceftizoxima 88
Orden de Ia Reaccion 90
Influencia del pH 90
Influencia de la temperatura _ 99

Ceftizoxima-Cu 103
Orden de la reaccion 103
Influencia del pH 108
Influencia de la temperatura 117
Influencia de la concentracion de Cobre 121

Ceftizoxima-VO 126
Orden de la reaccion 126
Influencia del pH 131
Influencia de Ia temperatura 139
Influencia de la concentracion de Vanadilo 139

Adicidn de Niquel 148
Orden de 1a Reaccidn 148
Influencia del pH 151
Influencia de la temperatura 157




REACCIONES DE FORMACION DE LOS COMPLEJOS 162

CONCLUSIONES 167

BIBLIOGRAFIA 169

vi



INTRODUCCION

La presente memoria que sometemos a consideracion de la Comision, es
parte de una linea de trabajo del Departamentc de Quimica Inorganica y
Bioinorganica, orientada al estudio de la interaccion de iones metalicos con
antibidticos p-lactamicos, eligiendo en este caso una cefalosporina de tercera
generacion, la Ceftizoxima, frente a dos penicilinas semisintéticas, como la
Ampicilina y Amoxicilina, que fueron estudiadas en dos Tesis Doctorales anteriores.
Como metales, y continuando con las lineas marcadas en las Tesis citadas, se han
vuelto a elegir tres metales, Cu, V y Ni, por estar presentes en el ser humano y por
tanto pueden interaccionar con el antibidtico dentro del medio bioldgico. El CU* ha
sido el mas estudiado, por su presencia en los medios biolégicos, donde realiza
acciones bioquimicas de gran importancia, como es la de oxidar el Fe(ll) a Fe(lll), en la
ferritina, mediante una proteina especifica de cobre, |a ceruloplasmina, pero que a su
vez, en dosis elevadas puede producir efectos tOxicos, si bien atenuados por su
condicién de emético. El Ni**, es un metal téxico, con accion cancerigena demostrada
en el hombre, de facil absorcion por via respiratoria y, el VO*, como metal toxico que
estd presente en las gasolinas que provienen de paises iberoamericanos, cuyo

consumo en Espana es elevado.

Para el estudio de estas interacciones, hemos utilizado como técnica de analisis
fa Cromatografia de liquidos (HPLC), que presenta una gran ventaja con respecto a las
técnicas empleadas por oftros autores en estos trabajos, como son las
espectrofotométricas y potenciométricas, en donde no es posible separar el antibidtico,
de sus productos de hidrdlisis, ni tan siquiera, el compleje fomado del antibictico que

no ha reaccionado. Tampoco, es posible la separacion entre el complejo antibidtico-Me

Vil



INTRODUCCION

y su producto de hidrdlisis, lo que si realiza nuestra metodica de HPLC propuesta, al ser

una técnica separativa.

Ademas, la utilizacién de esta técnica separativa, es mas adecuada en unas
reacciones que implican la aparicion de diversos productos de hidrélisis y de
complejacion, ya que la identificacion de cada pico cromatografico, nos va a facilitar el
estudio del mecanismo de esas reacciones de hidrolisis y de complejacion, resultando
mas sencillos los calculos de las constantes de formacion e hidrolisis, al poder
establecer por las areas de cada pico cromatografico directamente la concentracién de

cada uno de los componentes que intervienen en este tipo de reacciones.

vili



OBJETIVOS

El objeto de la presente Tesis, es el estudio del posible efecto de catalisis de
la reaccién de hidrélisis de la Ceftizoxima por efecto del Cu, Ni y V, que debe
conducir a la ruptura del anillo B-lactama, con la consiguiente inactivacion del
antibiético, generalmente por efecto inductivo, favoreciendo asi el ataque
nucleofilico de un ion hidroxilo o de una molécula de agua scbre ei anillo
B-lactamico, establecer el posible mecanismo de accion y las constantes cinéticas
de la reaccidn; y estudiar los efectos que, el pH, temperatura y concentracion del

ion metalico tienen en dicha reaccion.

Por ofra parte, en el caso de formarse un complejo metalico entre el metal y
el antibidtico, se establecerian las constantes de formacion y las termodinamicas,
para establecer la naturaleza y estabilidad del complejo, con posibles referencias a

la formacion de un quelato estable entre el metal y el antibidtico.



PLAN DE TRABAJO

Para cumplir con los objetivos previstos, hemos desarrollado el siguiente

esquema de trabajo:

En primer lugar, se hace preciso desarrollar una metddica de analisis por
HPLC, que haga posible la separacion de la Ceftizoxima de sus productos de
hidrélisis y de los posibles complejos metdlicos. Para ello se probaran distintas

fases maoviles y condiciones cromatogréficas, hasta encontrar las idoneas.

También se hace necesario el establecer una metédica analitica, que haga
posible la determinacién del ion metdlico residual, que no forma complejo, para
poder determinar la constante de equilibrio de formacién del complejo metélico. En
este caso, la concentracidén del ion se encuentra en niveles traza, y por ello hemos
recurrido a una técnica de cromatografia idnica con deteccion conductimétrica, que

permite llegar a niveles de p.p.b.

El siguiente paso, es establecer los mecanismos de las reacciones de
hidrolisis y de formaciéon del complejo metalico, a partir de los datos que nos
proporcionara la técnica de HPLC. Para ello, es preciso determinar primero el
mecanismo de la reaccidon de hidrélisis de la Ceftizoxima y después los del

complejo.

Seguidamente, se procederd a la determinacion de la influencia del pH y
temperatura en la reaccion de hidrolisis de la Ceftizoxima, como fase previa a !a del

estudio de la influencia que ejercen el pH, temperatura y en este caso, la

2



PLAN DE TRABAJO

concentracion del ion en la reaccion de hidrolisis del complejo Ceftizoxima-Me. En
este tipo de mecanismos hidroliticos, se hace preciso el mantener todos los
parametros constantes, excepto el de estudio. Por ello, en primer lugar
procederemos a la valoracion que ejerce la influencia del pH, variando este
parametro de 2 a 8, limites entre los cuales es estable la columna cromatogréafica
empleada, aunque como veremos mas adelante en el caso del estudio de la
reaccion de hidrélisis del complejo solo se puede operar a pH 2-5, al formarse
hidroxocomplejos, que precipitan. En segundo lugar, se estudiarg la influencia de la
temperatura con variaciones de esta de 30, 40 ,50 y 60 °C y por ultimo, en el
estudio de la influencia de la concentracién del metal, en aquellos iones que forman
complejo, se variard aquella en relaciones molares 05:1; 1:1; 2.1 y 31,
Me:Ceftizoxima, lo que también nos servira para establecer la estequiometria del

compiejo.

Finalmente, se estableceran las constantes de equilibrio de formacion del

complejo y a partir de ellas, las constantes termodindmicas (AG, AH y AS).
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CEFTIZOXIMA: CARACTERISTICAS GENERALES

Uno de los acontecimientos mas destacados en la ciencia contemporanea
es el descubrimiento, sintesis y aplicacion clinica de los antibiéticos p-lactamicos.
Su historia comienza con Fleming en 1928, cuando observa las propiedades liticas
del Penicillum en cultivos de Staphylococcos. En 1945, el profesor G. Brotzu,
observo que el agua de mar, en Sardinia, se autodepuraba, debido a la presencia
de sustancias producidas por microrganismos que inhibian el crecimiento de ofras
bacterias. Aisld el hongo, similar al Cephalosporium acraemonium, 1a primera de las
cefalosporinas, ya que si crecian en medio sélido secretaban sustancias que
inhibian el crecimiento de numerosas bacterias Gram positivas y negativas (1). Las
cefalosporinas son compuestos relacionados estructuralmente con las penicilinas, y
mas estables a las penicilasas, por este motivo, se impulsd su desarrollo y, a partir
del acido 7-amino cefalosporanico, se han llevado a cabo la preparacién de un gran

numero de cefalosporinas semisintéticas (2).

Las cefalosporinas se clasifican en primera, segunda y tercera generacion,
en virtud de sus caracteristicas biolégicas. El criterio para la calificacién como

cefalosporina de tercera generacion es el siguiente (3- 86):
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e Elevada estabilidad a las p-lactamasas, particularmente a las producidas
por las bacterias Gram negativa,

 Elevada potencia frente a todas, o al menos la mayoria de Ias
Enterobacteriaceae.

» De moderada a buena actividad contra Pseudomonas aeruginosa.

La Ceftizoxima es extremadamente estable a la cefalosporinasa

(B-lactamasa la) y a la penicilinasa (B-lactamasa 1ll). (7- 9)

La actividad bactericida de la Ceftizoxima contra numerosos bacilos Gram
negativos y positivos, radica en |a facilidad de penetraciéon en la membrana externa
de estas bacterias. Su actividad contra las bacterias Gram positivas estriba en la
presencia de un grupo metoxiimino que estabiliza a la molécula contra el ataque de
plasmidos y p-lactamasas del cromosoma y, por otra parte, por el anillo
heterociclico de aminotiazol que provoca alta afinidad por los PBPs (sitios de unién
de la cefalosporina a la membrana protéica de ia bacteria) (10-28). Efectiva contra
las Enterobacteriaceae como Enterobacter, Citrobacter y Serratia marcenses y en
diversas especies de Proteus, que la distingue de anteriores cefalosporinas y
cefamicinas. Ademads, su espectro de accién alcanza a bacterias anaerdbicas,

incluyendo especies de Bacteroides.(29-40)

Sin embargo, su actividad antibacterial contra la Pseudomonas aeruginosa
es menor que en otras e incluso, algunos autores no la consideran como una

cefalosporina antipseudomonas. En la Tabla |, se aprecia |la buena actividad de la
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Ceftizoxima contra diversas bacterias y, por contra, la mala frente a la
Pseudomonas aeruginosa. Ademas, se compara con una cefalosporina de la
primera generacion, la Cefalotina. La actividad se ha expresado en unidades M.I.C,
minima concentracién inhibitoria, a una concentracion del antibiético en mg/L (3,

41).

Tabla I.- Actividad in wvitro de Ceftizoxima con respecto a la Cefalotina, medidas en

MIC (mg/L).

Organismo Ceftizoxima Cefalotina
Proteus _________ |oo2  [>100
Staph.aureus 1,6 0.1

E. coli 0,02 6,3

Ps. aeruginosa 12,5 >100

Ser. marcescens 6,3 >100

Ent. aerogenes 0,02 >100

Para potenciar la efectividad de la Ceftizoxima contra la Pseudomonas
aeruginosa, se ha estudiado combinarla con un antibidtico mas especifico,
Tobramicina. El resultado es desalentador, la Tobramicina ejerce un efecto
sinergista sobre la Ceftizoxima, sin que, por el contrario, disminuya la dosis

terapeutica de la Tobramicina al emplearia conjuntamente con la Ceftizoxima.(42,
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43). Igualmente ocurre con la administracién conjunta de otras cefalosporinas (44-

46).

Su sal sédica es soluble en agua y sus propiedades farmacolégicas
favorables, su unién a las proteinas séricas, ty» de 7,3 horas y, por tanto, el tiempo
de eliminacion, (47, 48) hacen posible su administracién diaria en dos o tres dosis
terapedticas. Su metabolismo es renal { 7, 49-51). Su via de administracién es
parenteral. Se esta estudiando la manera de aumentar su administrabilidad por via
oral, intentando esterificar el grupo carboxilico, produciendo asi un precursor. Si no
hay esterificacion, no hay isomerismo, si se ataca con una base, se neutraliza el
acido carboxilico, con esta esterificacion puede llegar a CH-acidico y la

isomerizacion es posible. (52 }

Ademas, consigue penetrar en importantes compartimentos corporales, tal
como el cerebroespinal. La Ceftizoxima esta indicada, por tanto, en infecciones
abdominales, respiratorias y ginecologicas, asi como en pediatria. Es efectiva
cuando se ha creado resistencia a otras cefalosporinas ( Cefalotina, Cefazolina y

Cefamandola) y otros antibiéticos como la Tobramicina y Ampicilina (53)

Una vez determinado su campo y mecanismo de accion y sus propiedades

farmacoldgicas, abordaremos el campo quimico.
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La esfructura general de las cefalosporinas consiste en un sistema de dos
anillos, conocido como acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) y sustituyentes en el

radical 3 y en el carbono de |la cadena lateral.

La Ceftizoxima es un derivado acilico del acido 7-aminocefalosporanico. Su
nombre quimico es el acido (6R,7R)-7-[(Z)-2-(2-amino-4-tiazoil)-2-
metoxiiminoacetamido]-8-oxo-5-tia- 1-aza-bicicio[4,2,0]oct-2-ene-2-carboxilico y su

férmula estructural es la siguiente;

¢ CO—HN
N
< N _#——CHy
|

2 | COOH

Presenta dos caracteristicas en su estructura quimica que la hacen
notablemente diferente a las demas cefalosporinas. No presenta grupo sustituyente
en la posicion 3 del nucleo cefamo y tiene una oxima en su molécula (7). En virtud
de la configuracién geométrica del grupo metoximino la Ceftizoxima es activa. Si la
geometria es sin y ademas el isdbmero es Z , su potencia frente a los Gram positivos
y negativos es de 10 a 50 veces mayor que el isdbmero anti y el E, tal como se

muestra en la Tabla Il. (3, 51,52, 54, 55).
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Tabla Il.- Actividad de los isémeros sin y anti de Ia Ceftizoxima in vifro, medida en

MIC (mg/mL).

Organismo Sin(Z) Anti(E)
g_ﬁ:\ureus - 186 . — E
E.coli 0,1 3.1
Ps. aureoginosa >1,6 25

Pr. vulgaris <0,025 1,6

Al igual que las penicilinas, las cefalosporinas sufren también una hidrélisis
por accion de las bases andloga a la producida por las p-lactamasas. La ruptura del
anillo p-lactamico es mas compleja, puesto que se reestructura el anillo de
dihidrotiacina. Por otra parte, el sustituyente 3-acetoximetilo, en las cefalosporinas,
puede sufrir una metabolizacién en el organismo por la accion de las esterasas,
para dar lugar al hidroxiderivado de menor actividad antibacteriana. Este a su vez,

se transformara en una lactona practicamente inactiva.

En contraste con las penicilinas, el grupo acilico del nitrégeno se elimina

facilmente cuando se abre el anillo p-lactamico.

La reactividad quimica de esta cadena lateral permite la creacion de

derivados estables frente a |las esterasas. Por hidrogenacién catalitica o empleando
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reacciones de sustitucidon nucleofilica, tal como apreciamos en la figura 1, se
consiguen estos derivados metabdlicamente mas estables. La sustitucion
nucleofilica con aminas, sulfuros o iones azida da lugar a los correspondientes
derivados A, By C. En el Ultimo caso la reduccion de C conduce a aminoderivados

susceptibles de nuevas derivaciones.

En condiciones basicas el doble enlace en posicion A® de los acidos
cefalosporanicos, y mas especialmente de sus ésteres, sufre una isomerizacion
hacia derivados A%, que carecen de actividad antibacteriana, ( figura 2). Esta
reaccion se debe tener en cuenta en la obtencidbn de cefalosporinas de
semisintesis, ya que las reacciones de acilacién del agrupamiento amino en
posicion 7 requieren generalmente la presencia de alguna amina terciaria.
Afortunadamente, existe la posibilidad de transformar estos derivados inactivos en
sus isomeros activos, por oxidacion a A® sulféxidos con peracidos seguida de

reduccion con, por ejemplo, tribromuro de fosforo.(2)

10
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CH,

SRE

Figura 1.- Reactividad de la cadena lateral de cefalosporinas.
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R—CO

R—CO—NH, H

\NH
S_ S
\_‘/ Base i;—(j\/
CH
AN O 3 N O
e} = \n/ O TSAc
O

COOR CO,R

PBr, 7\ CO.H

Cl
RCONH J
OAc
N
o} =
COOR

Figura 2.- Isomerizacion cefalosporinas.
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RELACIONES ESTRUCTURA ACTIVIDAD

A la molécula de cefalosporina se le han hecho todas las combinaciones
posibles para modificar su estructura. Sin embargo, de todas las cefalosporinas
investigadas sélo contienen variaciones cuaftro de todos los sitios posibles. En fa
cadena 7 acilamido, en el hidrogeno 7, en el anillo de azufre y en la posicion 3. La
resistencia a las p-lactamasa se relaciona con la estructura del nucleo cefamo mas
que con la del resto acilo, por lo que sus analogos por reacilacion del 7-ACA y por
desplazamiento o reduccién del grupo acetoxilo se disefiaron para mejorar sus
propiedades farmacocinéticas fundamentalmente y también para lograr una mejor

actividad antibacteriana.(2,3, 56-59)

La presencia del azufre en el anillo B-lactdmico es inalterable, puesto que

esta relacionado con la potencia antibacteriana.

La variacion en el grupo 7 acilo influye en el caracter hidrofilico/hidrofdbico
de los diferentes compuestos y por tanto, en su espectro de accidén. La constante
de disociacién, pKa del grupo carboxilico (C4) esta entre 1.7 y 2.6. Esta constante
indica una fuerte acidez en el grupo carboxilico por la presencia de grupos
electronegativos adyacentes. Sin embargo, el nitrégeno del anillo p-lactama tiene
débiles propiedades basicas. El grupo o-amino presente en varias cadenas

acilamido posee un pKa entre 7 y 7.4,

13
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E! hidrogeno 7 tampoco se puede sustituir, influye en la estabillidad frente a

las fi-lactamasas.

El efecto de los sustituyentes en la geometria de la oxima, se ha comentado
anteriormente. Cualquier cambio estructural, por pequefic que sea, influye
profundamente en la actividad bacteriana. Es el isémero sin el efectivo y el que
presenta interes clinico. Recientes investigaciones atribuyen que la diferencia en la
potencia de estos dos isdbmeros es debida a la escasa afinidad de los isdmeros anti

por las enzimas diana.

La naturaleza del grupo proximo al oxigeno de la oxima da el grado de la
actividad, pero con efectos minimos. Conforme se incrementa la longitud de! grupo
alquilico, decrece la eficacia contra los Gram negativos y si aumentamos dicha
cadena y adem3s colocamos en el extremo un grupo polar, la actividad disminuye
contra los Gram positivos. En consecuencia, un grupo metilico da un éptimo

balance contra los Gram negativos y positivos.

Si presenta una funcién acida el oxigeno de la oxima se producen derivados
que son efectivos frente a las Pseudomonas, y por contra, se reduce

sustancialmente su actividad frente a Staphylococcus aureus .

La variacion en el tercer sustituyente parece que no presenta grandes
cambios en el comportamiento del espectro de accién, que sea un acetoximetilo o
un tiometilheterociclico o como en el caso de la Ceftizoxima un hidrégeno no lo

modifica. Diversos estudios indican que la naturaleza del tercer sustituyente afecta

14
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a las propiedades farmacocinéticas de las cefalosporinas. La incorporacion de una
funcion acida en un sustituyente heterociclico aumenta los niveles de la

cefalosporina en sangre y aumenta la semivida de esa cefalosporina.

15
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METODOS DE DETERMINACION ANALITICA

Las cefalosporinas se determinan, generalmente, por técnicas
microbiolégicas o bien por HPLC. Como se ha subrayado en multiples ocasiones,
la principal desventaja de estos procedimientos bioldgicos cuando se realizan
estudios de estabilidad, es que no son capaces de distinguir entre sus productos de
degradacion, agravado este problema si son, ademas, productos con actividad

microbiana, por otra parte, es dificil eludir la contaminacién de cultivos. (60)

Otras técnicas analiticas, se emplean para la identificacion de las

cefalosporinas, si bien, no son apropiadas para estudios de estabilidad.

El espectro de IR se ha registradc y comparado con el material de
referencia. Para ello, se emplea la cefalosporina en polvo y se hace una pastilla
con bromuro potasico. Se observa una vibracién en una banda de 1770-1790 cm™
indicativa del grupo B-lactamacarbonilo. Cambios en esta region son indicativos de
la apertura del anillo lactama, y aparecen bandas a menores longitudes de onda.

También se puede apreciar en el espectro IR si ha habido oxidacion del azufre a

sulféxidos (52).

Al mismo tiempo, las bandas de p-lactamacarbonilo informan de la
reactividad del mismo. E! anillo B-Lactama posee una banda a 1750 cm™'. Lactamas
o amidas acidas absorben a menores frecuencias, entre 1730 a 1670 cm™, ya que,

en el nitrégeno hay un par de electrones libre, que puede formar con el grupo

carbonilo un isomero resonante.

16
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Si esta resonancia es estéricamente inhibida, se produce aumento en la
longitud de onda de las bandas del IR, significativas de mayor reactividad del grupo
carbonilo frente a elementos nuclecfilicos, al no poder compensar ese par de

electrones.

Siguiendo en la linea de técnicas espectrométricas, (52, 61-67) se ha
estudiado su comportamiento en la zona ultravioleta. Presenta dos maximos de
absorcién a 240 y 260 nm. El maximo a 240 nm es asignado principaimente al
radical tienilo. Si el anillo se abre la banda de 260 nm desaparece, se remplaza por
una nueva banda a 230 nm y a su vez desaparece al cabo de varias horas por
desintegracién de la molécula. La causa aparente de la desaparicion de !a banda
de 260 nm es el isomerismo dei doble enlace que ocurre cuando se rempe el anillo
y se elimina la cadena lateral. Esta técnica se emplea como test de pureza, ya que
se establece la relacion entre uno y otro maximo. El factor de proporcionalidad
aumenta conforme se va degradando la molécula, y a su vez la extincidén a 255 nm
disminuye. Este valor no debe exceder de 1,10 para estar dentro de las normas de

la Farmacopea Europea.

La técnica de cromatografia en capa fina (68-69), no es la mas apropiada,
aunque sea mas rapida que las microbioldgicas y es un método valido para la

Farmacopea.

lguaimente ocurre con métodos iodométricos, que son efectivos una vez

que se ha roto el anillo (70-73).

17
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La determinaciéon colorimétrica de las penicilinas y cefalosporinas (74-75),
hasta hace poco descrita en la U.S.P., no identificaba el anillo B-lactamico, sino las
cadenas laterales de cada cefalosporina. Para ello, se las hacia reaccionar con

hidroxilamina férrica (58).

Otro método general de determinacion de cefalosporinas es por la deteccion
electroquimica indirecta, usando la medida comparativa de consumo de bromuro.
La reactividad de las cefalosporinas con el bromurc es por la estructura basica
p-lactama, también es interesante destacar la facilidad de oxidacién de la cadena

de aminotiazol (76-79).

El método de eleccion es la técnica de HPLC (80-92) y empleando como
deteccion la absorcidn ultravioleta. La ventaja de esta técnica radica en la buena y
selectiva separacion de la fase reversa y su sensibilidad a la absorcién ultravioleta
que permite distinguir entre varias cefalosporinas, en estudios precisos de
investigacion farmacocinéticas, y sus productos de degradacion simultaneamente.
Ademas, en muchas formulaciones, los excipientes no interfieren en el anélisis.
Otra de las ventajas de la HPLC es su ilimitade potencial, permite analizar principios
activos de diferentes caracteristicas, peso molecular, etc, cambiando sus moédulos.
Es una técnica de analisis, relativamente rapida y una vez establecido el método de
analisis para un antibidtico, se puede acoplar para toda la familia de dicho

antibidtico, variando, generalmente, la composicion de la fase mévil.
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ANTECEDENTES

INTERACCION DE METALES CON ANTIBIOTICOS

Es conocido que ciertos iones de metales de transicion, ejercen un efecto
catalitico en la reacciéon de hidrélisis de los antibidticos B-lactamicos, de los que es

ejemplo tipico el ién Cu (l1) (93).

En efecto, hay estudios clinicos realizados en pacientes, que demuestran un
descenso moderado en la concentracién de Ampicilina, después de la insercién de un

DIU-Cu.

La unién entre el Metal y el antibiético, va a constituir un anillo quelato, donde la

molécuia del ligando, va a actuar con enlace bidentado.

El enlace del ligando con el Metal, se va a establecer mediante atomos
donadores de Oxigeno y Nitrégeno, siendo posible, dos tipos de uniones, ya que el
Metal, se puede quelatar con el N de la cadena lateral y el O del enlace ceto del anillo

R-lactamico; tal como se muestra en la siguiente figura:

R—co—HnN
2+
Cu —

COo
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O bien, entre el N del anillo R-lactamico y el Oxigeno del grupo carboxilico;

R—co—HN__

0

e

En ambos casos, se forma un anillo quelato de 5 miembros, pero sblo con el
primer tipo de unién, es posible una accién catalitica por parte del ion metalico, que
conduzca a la hidrélisis del antibidtico, por ruptura del aniilo R-lactama. En el segundo
tipo de unién, entre el N del anillo R-lactama y el O carboxilico, no tiene accién

catalitica el metal sobre e! anillo 3-lactama.

Cuando se produce, la ruptura hidrolitica del anillo R-lactama en el complejo
antibiético-Metal, el metal no se desliga de sus puntos de unién con el ligando, sino que
lo que ocurre, es la formacion de un nuevo complejo con el derivado peniciloico del

antibidtico, de tal manera que el anillo quelato, sigue siendo de 5 miembros:

R — co—HN
Cuie /
OH  too
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Por tanto, en el mecanismo de reaccion, nos vamos a encontrar con dos fases;

una primera de formacién del complejo, segun la reaccion de equilibrio:

Kq
Me (Il) + Antibistico ~+___ Me (Il)-Antibiético
K,

Y otra, de hidrélisis del complejo formado entre el antibidtico y el Me. Esta Ultima
reaccion puede ser catalizada por el ion OH™ o por la molécula de H,O. Con el H;O es
espontanea; de tal manera, que tendriamos dos reacciones de hidrolisis, con dos

constantes:

[1] Me(Il)-Antibiético + OH » Me (Il)-Peniciloico

Ka
[2] Me(li)-Antibiético + H,0 ——®  Me(ll)-Peniciloico + H;0"

Weiss, Fallab y Erlenmeyer (94), son los primeros autores, que estudian las
propiedades complejantes de la Penicilina G con el ion Cu®', determinando un valor
para la constante de formacién del complejo, log B, de 4,8. Posteriormente,
Niedergall y col. (95), estudian con mas detalle, la complejacion de las Penicilinas G

y V, con los iones Cu®, Zn*", Ni**, Mg, Co? y Ca®, los cuales, utilizando técnicas
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potenciométricas, llegan a la conclusion que sélo los iones Cu®" y el Zn*", forman

complejos con las penicilinas.

Cressman y col. (96), determinan las constantes de estabilidad de los
complejos de Cu®* con las Penicilinas G y V y con la bencil-penicilina y

fenoximetilpenicilina, empleando también métodos potenciométricos.

Por otra parte, en nuestro Departamento, se aborda el estudio de la
reaccién de complejacidn de la Ampicilina(97) y Metampicilina(98) con el ion Cu?,
por técnicas espectrofotométricas, encontrando que el complejo formado, es

coloreado, con un maximo de absorcién a 323 nm, y cuya estequiometria es 1:1.

Las técnicas empleadas en estos trabajos, espectrofotométricas vy

potenciométricas, no permiten separar el antibidtico, de sus productos de hidrolisis,

En dos Tesis Doctorales realizadas posteriormente en nuestro
Departamento (99.100), se efectud el estudio de la interaccién de la Amoxicilina y
de la Ampicilina con Cu*, Ni*", Zn?, Fe*' y VO*, empleando modernas técnicas
separativas por HPLC y llegando a |a conclusion de que solamente el ion cu® y el
VO, son capaces de formar complejo, que es ademas de tipo hidrolitico, con esos
antibidticos, no manifestando los demas iones estudiados efecto catalitico

alguno(101).
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MATERIAL Y METODOS

Patrones y Reactivos

Se ha empleado un patrén de Ceftizoxima sédica suministrada por los
laboratorios SKF, de una riqueza del 99,7 %, por el método iodométrico, segun
boletin de analisis, a una concentracion de 0,5 mg/mL. Asi mismo, se ha utilizado 7-
ADCA patron suministrado por SKF, para intentar identificar uno de los productos

de hidrélisis de la Ceftizoxima, a una concentracién de 1 mg/mL.

En el estudio de |a interaccién de los iones metalicos con la Ceftizoxima, se

han preparado disoluciones de dichos iones, a partir de los siguientes productos;

. Sulfato de Cobre pentahidratado.
. Sulfato de Vanadilo pentahidratado.

» Sulfato de Niquel hexahidratado.

Todos estos reactivos son de calidad analitica Merck.

El agua empleada en los ensayos cromatograficos fue obtenida por la

técnica Milli-Q (Millipore), y después filtrada por filtros Millipore de 0,45 um.
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El Metanol utilizado en la técnica cromatografica fue de calidad para analisis

HPLC de Scharlau.

Soluciones Tampones

Para los ensayos cromatograficos, hemos utilizado soluciones tampones
preparadas, segun el meétodo de Sérensen, con valoresde pHde 2, 3,4, 5,6, 7y

8.

La preparacion de estas soluciones, se han realizado a partir de los

siguientes reactivos:

©.- NaOH: Hidréxido sddico 0,1 M para analisis Merck.

®.- HCI: Acido Ciorhidrico 0,1 M para analisis Merck.

©.- Citrato: 21,04 g de &cido citrico para andlisis Merck, disueltos en agua,
mezclados con 200 mL de NaCH 1N, se completan con agua hasta 1 L.

O - Fosfato Na: 11,866 g de fosfato disédico dihidratado para analisis Merck, se
completan con agua hasta 1 L.

©.- Fosfato K; 9,07 g de fosfato monopotasico anhidro para analisis Merck, se

completan con agua hasta 1 L.

Los reactivos se mezclan, para obtener el pH adecuado, segun la siguiente

tabla:
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pH Reactivo 1 Reactivo 2

2 30.6 mL Citrato 69,4 mL HCI

3 40,3 mL Citrato 59,7 mL HCI

4 56,0 mL Citrato 44,0 mL HCI

5 96,4 mL Citrato 3,6 mL NaOH

6 12,1 mL Fosfato Na 87,9 mL Fosfato K
7 61,2 mL Fosfato Na 38,8 mL Fosfato K
8 94,5 mL Fosfato Na 5,5 mlL Fosfato K

Las soluciones tampones se mantienen a una constante ionica de 0,5 M, por
adicién de las cantidades apropiadas de Cloruro potasico. Una vez preparadas, se

filtran por filtros Millipore de 0,2 pym y se conservan en nevera.

Para la preparacion de la fase movil en el método cromatografico en fase

reversa, se utilizé una solucién tampon de fosfato, preparada de la siguiente forma:

1,361 g de fosfato monopotésico anhidro calidad para andlisis Merck, se
disuelven en agua, enrasando a 1 L, afiadiendo posteriormente acido o-fosférico
hasta pH 2,5. Esta disolucion se filtra a través de filtros Millipore de 0,2 pm y se

conserva en nevera hasta su utilizacion.
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Instrumentacion

Cromatografia de liquidos en fase reversa

Se ha utilizado un cromatografo de liquidos, compuesto por los siguientes

modulos:

Bombas cromatograficas

Se han usado dos bombas Waters modelos M-6000A, con posibilidades de
flujos de 0,1 a 10 mL/min. El flujo se fijé a 0,9 mL/min. Las bombas son controladas

por el ordenador, mediante una tarjeta multicontrol y una interfase Waters.

Inyeccién

Se ha utilizado un inyector automatico Kontron Auto Sampler 460,
impulsado por aire comprimido, con carro para 100 muestras, jeringa de 80 ul y
modulo opcional térmico, que permite mantener una temperatura constante, a partir
de la suministrada por un bafic de agua o aceite externo o un dedo frio. En nuestro
caso, hemos empleado un bafio de agua termostatizado SBS, a las temperaturas
de nuestro ensayo. El volumen de inyeccién se fijé a 10 uL. El inyector se controla

desde el ordenador, mediante una conexién RS232C.

Deteccidn

Se han empleado dos detectores simultdneamente: Uno de ellos, es un

detector Kontron Uvikon 730 LC, de iongitud de onda variabie de 600-190 nm.,
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conectado al ordenador mediante una tarjeta digital analogica que permite la
integracion de los picos cromatograficos, pero no la realizacion de los espectros
U.V. de ellos y, un detector de Diodos LDC SM 5000, que permite trabajar a
longitudes de onda entre 390 y 190 nm., realizando el espectro U.V. en cada uno
de los picos cromatograficos, aunque con el software utilizado (SM 5000 v.1,05) no
es posible la integracidén de los cromatogramas. La longitud de onda se fijo en
ambos a 254 nm, aunque el detector de diodos empleado permite un barrido
simuitaneo de hasta 8 longitudes de onda, lo que no empleamos, puesto que el
software nos da informacién de cualquier longitud de onda que seleccionemos, una

vez concluido el analisis.

Columna

La columna utilizada fue una Li-Chrosorb RP-18 de 10 um (25x0,46 cm)

suministrada por Merck, con un numero de platos teodricos por metro de 80.000.

Tratamiento de Datos

Se ha conectado al sistema cromatografico dos estaciones de tratamiento
de datos: La primera compuesta por un ordenador personal Amstrad AT-286 con
conexién al detector de diodos, mediante una interfase RS232C y software SM
5000 v. 1,05, que permite la obtencidon del cromatograma y de los espectros U.V.
de los picos cromatograficos de una forma simultanea, pudiendo elegir la longitud
de onda que se prefiera, pero que no permite la integracién de los picos
cromatograficos y por tanto no se pueden cuantificar los resultados. Con este
paquete de software se pueden realizar dos tipos de andlisis de pureza de picos,

bien utilizando la 1* o 28 derivada, como en cualquier espectrofotometro
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convencional, o mediante el llamado Ratio, donde el programa efectua una
comparaciéon de dos o mas cromatogramas, en dos longitudes de onda diferentes,
mostrando los resultados en forma de una grafica de hombros, donde la pureza se
determina midiendo la mayor o menor linealidad de elios. La segunda estacion, esta
compuesta por un ordenador personal PC compatible AT a 10 MHz, con
conexiones al inyector automatico, a las bombas y al detector Kontron, controlados
mediante el software D450 v. 2,0 de Kontron y que permite la integracién de los
picos cromatograficos y por tanto es el que empleamos para la cuantificacion de los

resultados.

Fase mévil

Se ha empleado una fase mévil compuesta por Metano! y tampén fosfato
preparado segun se ha descrito con una composicion de 30:70. Los disolventes se

desgasifican empleando una corriente de Helio.

Cromatografia ionica

Para la determinacion de la concentracion de Cu(ll) y VO*' residual, que no
forman complejo, hemos utilizado un sistema cromatografico compueste por una
bomba Waters M 510, un detector conductimétrico Waters 430 y un inyector
manual Waters UK de 100 pL. EI tratamiento de datos se ha efectuado con el

programa D450 de Kontron.
La columna utiizada fue una lon 210, suministrada por Waters Assaciated y
la fase mévil esta compuesta por acido citrico 10 mM y EDA 3,5 mM. El flujo fue de

2 mL/min.
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Se utilizaron patrones de sulfato de cobre y sulfato de vanadilo
pentahidratados Merck a una concentracion de 0,002 mM, expresada en ion
metalico.

pHmetro

Se ha utilizado un pHmetro Methrom-Herisau E 520, para el ajuste de las

soluciones tampones.

Balanza

Hemos empleado una balanza Sartorius analitica con 4 cifras decimales.
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ENSAYOS CROMATOGRAFICOS

En este tipo de ensayos hidroliticos, es necesaric mantener constantes
todas las variables, excepto una; por ello hemos estudiade la influencia en la
variacion del pH del tampoén, temperatura y concentracion de los iones metalicos
gue forman complejo, en las correspondientes reacciones de hidrolisis. £En todas las
reacciones se ha mantenido siempre constante la fuerza iénica del tampédn, ya que

su influencia es minima.

influencia del pH

La reaccion de hidrolisis de la Ceftizoxima, se ha estudiado en los valores
de pH= 2, 3, 4, 5, 6, 7 y B, mientras que las correspondientes a la hidrdlisis del
complejo Ceftizoxima-Me, se han realizado a pH= 2, 3, 4 y 5, ya que con valores de
pH=6 o superiores, se forman hidroxo complejos, que precipitan e imposibilitan su
cuantificacién por HPLC. En el caso de la adicién de Ni, que no produce complejo,

es posible también su estudio en los valores de pH 2 a 8.

Influencia de la Temperatura

En todos los ensayos hemos operado a temperaturas de 30, 40, 50 y 60 ’c.
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Influencia de la concentracion del ion metalico

Se ha estudiado la influencia de la concentracion del metal, en cuatro
relaciones molares Me/Ceftizoxima: 0,5:1, 1:1, 2:1 y 3:1. En el caso del Ni, solo
hemos utilizado la relacién 1:1, ya que al no formar complejo, la influencia de este

factor es inapreciable.

La concentracién de Ceftizoxima se mantiene siempre constante a 1,26

mM., calculada en base anhidra.
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MECANISMO DE LAS REACCIONES

Para estudiar las correspondientes reacciones hidroliticas, se hace
necesario primero, el establecer el mecanismo de reaccion de ellas, ya que de ello

depende la aplicacion de distintas constantes de hidrolisis.
Este estudio es posible realizarlo, a partir de los resultados obtenidos con
nuestra técnica de HPLC, en los distintos cromatogramas, tal como mostramos a

continuacion.

El tratamiento informatico, se ha realizado en este apartado con el programa

SM5000.
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Ceftizoxima

El cromatograma obtenido en el ensayo de la Ceftizoxima, a tiempo inicial,
pH=5 y T=30°C, se muestra en la figura 1, donde se manifiestan dos picos
cromatograficos. El pico |, tiene un tiempo de retencion de 1,43 min. y el pico Il de
1,66 min. En la figura 2, se muestra el isograma de concentraciones, donde se

aprecia que no existen mas picos que los comentados.

El andlisis de pureza de estos picos cromatograficos, se ha efectuado por
representacién de la segunda derivada, tal como se muestra en la figura 3 y por
analisis del Ratio, a 260 y 310 nm, tal como vemos en la figura 4. En ambas
representaciones, se puede apreciar que los picos son puros, con una sola
absorcion en la 2® derivada y un hombro planc en el de relacicnes entre longitudes

de onda o Ratio.

Los dos picos cromatograficos, presentan idéntico espectro de absorcion
U.V., con maximos a 280, 240 y 201 nm, tal como se muestran en {as figuras 5y 6,
y disminuyen con el tiempo de hidrdlisis, por lo que debe de tratarse de dos

isbmeros de la Ceftizoxima.

A partir de 2 horas de degradacion, en ias mismas condiciones, se observa
en el cromatograma, la aparicién de un tercer pico cromatografico; el pico Il de
tiempo de retencion 1,15 min., tal como se muestra en la figura 7. El analisis de las
relaciones entre las longitudes de onda a 260 y 310 nm, nos manifiesta también en
este caso una gran pureza de aquellos, ya que los hombros obtenidos son muy
planos, tal como se muestra en la figura 8. El espectro U.V. del pico lll, presenta

tres maximos a 279, 239 y 191 nm, tal como se puede apreciar en la figura 9, y
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RESULTADOS Y DISCUSION

aunque los maximos de absorcion se manifiestan a longitudes de onda
practicamente idénticas a las de los picos | y I, el aspecto del espectro de
absorcion no es el mismo, disminuyendo la absorcion del méximo a 279-280 nm y

aumentando el de 190-200 nm.

El pico cromatografico Ill, no se manifiesta a tiempo inicial y va aumentando
conforme transcurre el tiempo de hidrélisis, por lo que debe ser atribuido a un
producto de hidrélisis de la Ceftizoxima, el mas previsible de los cuales seria €l 7-
desmetil ADCA. Este producto no es posible encontrarlo en los distribuidores ni nos
pudo ser suministrado por los laboratorios farmacéuticos a los que se les solicitd,
pero si dispusimos del 7-ADCA, suministrado por SKF, cuyo espectro UV. y

cromatograma no deben diferir en exceso del 7-desmetil ADCA.

Por ello, efectuamos una inyeccion de este producto, en las mismas
condiciones cromatograficas, obteniendo el cromatograma que se muestra en la
figura 10, donde se manifiesta un solo pico cromatografico, con un tiempo de
retencién de 1,10 min., practicamente idéntico al observado en el pico |l del
cromatograma de la figura 7. El espectro U.V. del 7-ADCA se muestra en la figura
11, siendo idéntico al del pico 1!l (figura 9), por tanto este pico cromatografico, debe

asignarse al 7-desmetil ADCA.

Los cromatogramas presentan el mismo perfil, en los distintos valores de pH

y temperaturas.
Por todo lo manifestado, se puede establecer que el mecanismo de
hidrélisis de la Ceftizoxima en los valores de pH entre 2 y 8, debe de dar como

productos el 7-desmetil ADCA y el acido tiazoximico, que aunque no se observe en

43



144

254 nm

df CH:

COOH

_

0

Tiempo [min]

Figura 10.- Cromatograma del 7 ADCA. T=30 °C y pH=5.

NQISNISIA A SOAvLINS3YH



min 359m A.8822A/u max 196nm A.2154Au
I | 1

| | I L 1 1
| 196 nm HH—
-, CH-
T l{:‘f 1“’“'*—&% O/
ol Y COOH
=l AN 239 nm
< S 279 nm
'y a-‘ o m’""w
r.n..é— “xm,,‘
] Ny
190 Longitud de onda [nm} 360

Figura 11.- Espectro U.V. del 7-ADCA.

NOISNISIA A SOAVLINS3Y



RESULTADOS Y DISCUSION

el cromatograma, es el unico producto posible cuando se rompe la Ceftizoxima en

7-desmetil ADCA, tal como se observa en la figura 12.

La aparicién de dos picos a tiempo inicial, debe atribuirse como hemos
dicho, a la presencia de los dos isomeros sin y anti, tal como se muestra en la

figura 13,

Este mecanismo de reaccién, es la ruta de degradacién mas habitual para

las desacetoxicefalosporinas, como la Ceftizoxima.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Adicion de Cobre

Cuando se adiciona Cu(ll) a la Ceftizoxima, independientemente de la
concentracién de ion metalico, a pH 5 y a tiempo inicial, se observa en el
cromatograma de la figura 14, dos picos cromatograficos. El pico |, se manifiesta a
un tiempo de retencion de 6,85 min. y el pico Il a 8,14 min. Este perfil es idéntico en

todas las temperaturas ensayadas.

Los espectros U.V. correspondientes a estos dos picos, se muestran en las
figuras 15(1) y 16(ll) respectivamente, resultando ambos idénticos y similares a los
obtenidos en los picos | y |l de la Ceftizoxima a tiempo inicial (figuras 5 y 6), si bien
los tiempos de retencién son muy diferentes. Por ello, estos dos picos
cromatograficos a 6,85 y 8,14 min., que no se manifiestan en el cromatograma de
la Ceftizoxima y cuyas areas disminuyen con el tiempo de hidrélisis, deben de ser
atribuidos a la formacion del complejo Ceftizoxima-Cu, cuyo espectro U.V. debe
coincidir con el de la Ceftizoxima, tal como pusimos de manifiesto en la formacién

de los complejos con Ampicilina(100) y Amoxicilina(99).

A partir de 1 hora de hidrdlisis se manifiesta un tercer pico cromatografico a
tiempo de retencidn de 5,8 min., tal como se muestra en la figura 17. El pico Il
cuya area va aumentando con el tiempo, presenta un maximo de absorcion a 308
nm, tal como se observa en la figura 18, que es caracteristico del producto de

hidrélisis del complejo Ceftizoxima-Me.

En la figura 19, se muestra el analisis de ia relacion de longitudes de onda o

Ratio entre 260 y 310 nm, observandose una buena relacidn de pureza en |os

hombros obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Es de resaltar, que a tiempo inicial no se manifiestan los picos
cromatograficos correspondientes a la Ceftizoxima (1,43 y 1,66 min.)}, por lo que la
formacion del complejo se puede considerar que es instantanea y no existe

Ceftizoxima residual.

También hay que considerar, que del producto hidrolitico del complejo solo
se obtiene un pico cromatografico, io que puede corresponderse a que los dos
isdbmeros compartan el mismo pico cromatografico, es decir no exista separacion
crormatografica, 0 mas probablemente, ya que del estudio de pureza no se deduce
esta situacion, gue la concentracidn de uno de ellos sea tan baja que no sea

detectada en el cromatograma.

Sin embargo, en los valores de pH 2-4, a tiempo inicial se manifiestan tres
picos cromatograficos, tal como se observa en la figura 20. Los picos | y |, tienen
tiempos de retencion idénticos (6,85 y 8,14 min) a los obtenidos en el
cromatograma a pH 5 (figura 14) y cuyos espectros U.V. son asi mismo similares,
tal como se ponen de manifiesto en las figuras 21 y 22. El pico lll, por su parte con
un tiempo de retencién de 4,37 min., no se manifiesta ni en el cromatograma de la
Ceftizoxima, ni en el de Ceftizoxima-Cu a pH=5 y también disminuye su area con el
tiempo de hidrdlisis, tal como sucede con los picos | y Il. El espectro U.V. del pico i

se da en la figura 23, donde se observa que es idéntico al del 7-ADCA (figura 10).

Por todo elio, se puede establecer que los picos cromatograficos [y If se
corresponden con los isdmeros del complejo Ceftizoxima-Cu, lo que sucede en
todos los valores de pH ensayados y el pico lll que solo se manifiesta en los valores

de pH 2-4 debe asignarse a la formacioén de un complejo 7-desmetil ADCA-Cu.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De nuevo, como sucede en el pH 5, en los valores de pH 2 a 4, al cabo de 1
hora de hidrélisis, se manifiesta un nuevo pico cromatografico, en esta caso el 1V,
con un tiempo de retencién de 5,8 min., tai como se muestra en la figura 24 y cuyo
analisis de pureza por comparacion entre tas longitudes de onda 260 y 310 nm se
muestra en la figura 25, donde se aprecia la pureza de todos los picos comentados.
El pico IV, como sucede en su homélogo a pH 5, manifiesta un espectro U.V. con
un maximo a 308 nm (figura 26), que como en el caso anterior debe asignarse al

producto de hidrdlisis del complejo Ceftizoxima-Cu.

Si comparamos la respuesta cromatografica del pico de tiempo de retencion
8,14 min., asignado a un isémero del compiejo Ceftizoxima-Cu, frente al pico de
tiempo de retencion 5,8 min., asignado a su producto de hidrélisis (figura 27),
vemos como mientras que la concentracién del complejo disminuye con el tiempo,
en proporcion similar, aumenta la de su producto de hidrolisis. Esta representacion

efectuada a pH 2 es extrapolable a los demas vaiores de pH.

En la hidrdlisis de los complejos antibidtico-metal, son posibles dos
mecanismos, uno hidrolitico, tal como se muestra en la figura 28 y otro no
hidrolitico, tal como se observa en la figura 29, donde se representan estos
mecanismos en el caso del complejo Ceftizoxima-Cu. En nuestro caso, a pH 5 es
mas probable el mecanismo hidrolitico propuesto en la figura 28, ya que hemos

detectado el producto de hidrélisis del complejo.

Sin embargo en los valores de pH 2-4, aunque también debe manifestarse
un mecanismo hidrolitico, tal como se observa en la figura 30 y no el mecanismo no
hidrolitico de la figura 31, hay que tener en cuenta la formacién del complejo con el

7-desmetil ADCA, lo que implica una ruptura parcial de la Ceftizoxima, antes de
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RESULTADOS Y DISCUSION

formarse el complejo Ceftizoxima-Cu. El complejo con el 7-desmetil ADCA debe ser
mas estable, ya que no se observa ni a tiempos elevados de degradacion la

presencia de su producto de hidrdlisis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Adicion de Vanadio

Cuando se adiciona V(IV) a la Ceftizoxima, se observan cromatogramas
similares a los obtenidos con la adicién de Cu(ll), aunque con cambios no
significativos en los tiempos de retencidn. Asi, los picos | y Il, correspondientes a
los isémeros del complejo Ceftizoxima-Me, que se manifestaban a 6,85 y 8,14 min.,
en el complejo Ceftizoxima-Cu, se registran a 5,8 y 7,1 min., respectivamente en el
complejo Ceftizoxima-VO, mientras que el producto de hidrdlisis, cuyo tiempo de
retencién es de 5.8 min. en el caso del Cu(ll), en el V(IV) es de 4,8 min., tal como
se muestra en la figura 32, donde se observa el cromatograma obtenido después
de 1 hora de hidrélisis a pH 5. Este perfil es idéntico en todas las temperaturas

ensayadas.

Los espectros U.V. correspondientes a estos tres picos, se muestran en la
figura 33, resultando todos idénticos a los obtenidos en los picos 1, Il y Ill de 1a
Ceftizoxima con adicion de Cu(ll). Por elio, como en el caso del Cu(ll) los dos picos
cromatograficos a 5,8 y 7,1 min., que no se manifiestan en el cromatograma de la
Ceftizoxima y cuyas areas disminuyen con el tiempo de hidrélisis, deben de ser
atribuidos a la formacidon del complejo Ceftizoxima-VO, y el tercer pico
cromatografico a tiempo de retencion de 4,8 min. (pico Ilf) cuya area va
aumentando con el tiempo, es caracteristico del producto de hidrdlisis del complejo

Ceftizoxima-VO.

Como en la adicién de Cu(ll), a tiempo inicial no se manifiestan los picos
cromatograficos correspondientes a [a Ceftizoxima (1,43 y 1,66 min.}, por (o que la
formaciéon del complejo se puede considerar que es instantanea y no existe

Ceftizoxima residual.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De nuevo, en los valores de pH 2-4, con la adicioén de V(iV), a tiempo inicial
se manifiestan tres picos cromatograficos, tal como se observa en la adicién de
Cu(ll}, y cuatro picos después de 1 hora de hidrélisis, tal como se muestra en la
figura 34. Los picos | y |I, tienen tiempos de retencidn idénticos (5,8 y 7,1 min.) a los
obtenidos en el cromatograma a pH 5 (figura 32) y cuyos espectros U.V. son asi
mismo similares, tal como se ponen de manifiesto en la figura 35. El pico lll, por su
parte con un tiempo de retencidén de 3,9 min., como ocurre en la adicion de Cu(ll)
no se manifiesta ni en el cromatograma de la Ceftizoxima, ni en el de Ceftizoxima-
VO a pH=5 y también disminuye su area con el tiempo de hidrélisis, tal como
sucede con los picos | y Il. El espectro U.V. del pico I}l se da también en la figura

35, donde se observa que es asi mismo idéntico al del 7-ADCA (figura 10).

Por todo ello, se puede establecer que los picos cromatograficos | y Il se
corresponden con los isomeros del complejo Ceftizoxima-VO, lo que sucede en
todos los valores de pH ensayados y el pico lll que solo se manifiesta en los valores

de pH 2-4 debe asignarse a la formacién de un complejo 7-desmetil ADCA-VO.

Por su parte, el pico cromatografico 1V, con un tiempo de retencién de 4,8
min., debe asignarse al producto de hidrolisis del complejo Ceftizoxima-VO, como

sucede a pH 5.

Si comparamos la respuesta cromatografica del pico de tiempo de retencion
7,1 min., asignade a un isémero del compiejo Ceftizoxima-VO, frente al pico de
tiempo de retencién 4,8 min., asignado a su producto de hidrodlisis, vemos como
mientras que la concentracién del complejo disminuye con el tiempo, en proporcién

similar, aumenta la de su producto de hidrélisis, como se muestra en ia figura 36.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El mecanismo de hidrélisis propuesto para el complejo Ceftizoxima-VO, es
consecuentemente idéntico al del complejo con Cu(ll), por tanto debe
corresponderse al mecanismo hidrolitico gue mostramos en la figura 37 apH 5y en

la figura 38 a pH 2-4.

Estequiometria del complejo

La estequiometria propuesta (1:1) del complejo Ceftizoxima-Me, en los
mecanismos de reaccion de las figuras 28 y 30 (Ceftizoxima-Cu, t,=8,14 min.) y 37-
38 (Ceftizoxima-VO, t=7,1 min.), pueden determinarse experimentaimente por
nuestro método cromatografico, representando la respuesta cromatografica de los
picos correspondientes a los complejos frente a las distintas relaciones
estequiométricas, tal como se muestran en ias figuras 39 a 42, en los valores de pH
ensayados (pH=2-5) respectivamente. En todas las graficas, se observa un punto
de inflexién en las relacién 1:1, que corresponde a la estequiometria del complejo,

tal como se propuso.
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Figura 41.- Determinacion de la estequiometria de los complejos Ceftizoxima-Cu y
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RESULTADOS Y DISCUSION

Adicion de Niquel

Cuando se adiciona Ni(ll) a la Ceftizoxima so6dica, se observan
cromatogramas idénticos a los obtenidos con la Ceftizoxima sin adicién de metales,
tanto a tiempo inicial, como cuando se hidroliza, tal como se muestra en las figuras
43 y 44 En la primera figura, se pueden apreciar dos picos cromatograficos (I y il)
con tiempos de retencién 1,43 y 1,66 min., respectivamente, que se corresponden
con los dos isémeros de la Ceftizoxima, mientras que en la segunda, se manifiesta
un tercer pico (111}, con tiempo de retencién de 1,16 min., que es idéntico al obtenido
con la Ceftizoxima sin adicidon de metales y que atribuimos a la presencia del 7-

desmetil ADCA.

Por todo ello, se puede estabiecer, que el mecanismo de la reaccion de
hidrolisis correspondiente a la Ceftizoxima con adicidén de Ni(ll), es idéntico al de la

Ceftizoxima sin adicién, tal como mostramos en la figura 12.

Por otra parte, es de destacar que en ningun instante de la reaccion de

hidrélisis hay formacidn de complejo metalico, ya que no se observa pico

cromatografico alguno que pueda ser asignado a un compiejo Ceftizoxima-Ni.
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Figura 43.- Cromatograma de la Ceftizoxima con adicion de Ni a T=30 °C y pH=5, a tiempo
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Figura 44.- Cromatograma de la Ceftizoxima con adicion de Nia T=30 °C y pH=5,
degradada. I. tr=1,43 min. Il. tr=1,66 min. lll. tr= 1,16 min.
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RESULTADOS Y DISCUSION

REACCIONES DE HIDROLISIS

Ceftizoxima

La reaccion de hidrolisis de la Ceftizoxima, como hemos establecido
anteriormente, conduce a la formacion de 7-desmetil ADCA y acido tiazoximico,

segun la reaccion ;

Ceftizoxima —— 7 desmetil-ADCA 1+ Ac. Tiazoximico

Las constantes de esta reaccién, pueden ser establecidas, a partir de los
datos obtenidos de las integraciones de las areas cromatogréficas, realizadas con

el programa D 450 v 2.0 de Kontron.

Si consideramos el area cromatografica del pico de Ceftizoxima a tiempo
inicial como el 100 % de Concentracion y, representamos los datos obtenidos de
las integraciones de las areas (expresadas en concentracion) del pico de t= 1,66
min. con respecto al tiempo de hidrélisis, obtenemos los valores de las pendientes y
las ordenadas en el origen de las correspondientes rectas de regresion lineal, en
los valores de pH de nuestro ensayo (2-8) y con las variaciones de Temperaturas
efectuadas (30, 40 , 50 y 60 °C), tal como se muestran en las Tablas | (pendientes)

y |l (ordenadas en el origen).

88



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla |.- Pendientes de las rectas obtenidas a partir de los datos de
concentraciones frente al tiempo.

pH T=30°C | T=40°C | T=50°C | T=60°C
2 12,06 1332 | -1446 | 17,25
3 7,488 | -9274 | 1093 | -14,92
4 4002 | 6237 | 11,23 | -13,35
5 6389 | 8318 | -10,11 | -14,43
6 4315 | 6392 | -8339 | -13,01
7 2256 | 4631 | -6866 | -12,21
L 1,791 4244 | 555 | -12,07

Tabla fl.- Ordenadas en el origen de Ias rectas obtenidas a partir de

los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH T=30°C T=40°C | T=50°C | T=60°C

2 100,8 L 100,6 99,75 | 99,01 |
3 99,49 98,71 99,18 99,36

4 100,1 100,7 105,8 101,4

5 99,8 100,1 99,67 100,1

6 95,68 96,14 95,88 96,66

7 98,7 99,31 99,15 100,3

8 99,73 100,4 100,3 101,5
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RESULTADOS Y DISCUSION

Orden de la Reaccién

Para el calculo de las constantes cinéticas, resulta necesario en primer
lugar, establecer el orden de la reaccion de hidrélisis, 10 que se puede efectuar
mediante la comparacion entre los coeficientes de regresion lineal R, de las rectas
de regresion obtenidas en la representacion de C (orden 0), log C (orden 1) y 1/C
(orden 2) frente al tiempo. Los resultados obtenidos, se muestran en las Tablas Il
(T=30°C), IV (T=40°C), V (T=50°C) y VI (T=60°C), donde se observan valores
similares en los tres ordenes, pero con una mejor correlacion en casi todos ios
casos para el orden uno. Esto nos hace asignar un orden uno a la reaccién de
hidrélisis de la Ceftizoxima, aunque pueda transcurrir en realidad, dentro de un
pseudo orden uno, como ocurre con la mayoria de los antibidticos R-lactamicos. En
cualquier caso, es correcta la determinacion de las constantes observadas de orden

uno, comao a continuacion describimos.

Influencia del pH

En este tipo de ensayos, hemos mantenido constante la temperatura y

fuerza idnica del tampon, variando solo el pH.

Si representamos graficamente las rectas de regresion lineal obtenidas con
los valores del log C frente al tiempo, en los distintos valores de pH ensayados (2-
8), manteniendo fija la temperatura, tal como se muestran en las figuras 45 a 30 °C,
46 a 40 °C, 47 a 50 °C y 48 a 60 °C, se manifiesta una menor pendiente para el pH
2, mientras que los mayores valores de esta, se corresponden con los de pH 7 y 8,

lo que indica una mayor degradacion a pH 2 y una menor a pH 7—8.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla !ll.- Coeficientes de Regresion lineal a T=30 °C.

T=30°C

pH ORDEN 0 ORDEN 1 ORDEN 2

2 -0,996 -0,988 0,972 |
3 -0,997 -0,999 0,997

4 -0,895 -0,894 0,892

5 -0,987 -0,991 0,991

6 -0,921 -0,928 0,934

7 -0,951 -0,953 0,955

8 -0,963 -0,964 0,966

Tabla V.- Coeficientes de Regresion lineal a T=40 °C.

T=40°C

pH ORDEN O ORDEN 1 ORDEN 2
2 -0,999 -0,991 0,971

3 -0,998 -0,999 0,995

4 -0,946 -0,948 0,951

5 -0,994 -0,996 0,996

6 -0,973 -0,981 0,984

7 -0,995 ~-0,997 0,997

8 -0,994 -0,995 0,995
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla V.- Coeficientes de Regresion lineal a T=50 °C.

T=50°C

pH ORDENO ORDEN 1 ORDEN 2

2 -0,999 -0,992 0,969 B
3 -0,998 -0,999 0,993

4 -1,309 -0,975 0,911

5 -0,995 -0,998 0,996

6 -0,984 -0,992 0,995

7 -0,998 -0,999 0,998

8 -0,997 -0,998 0,997

Tabla VI.- Coeficientes de Regresion lineal a T=60 °C.

T=60°C

pH ORDEN 0 ORDEN 1 ORDEN 2

2 -0,999 -0,988 0,946

3 -0,998 -0,994 0,971

4 -0,988 -0,991 0,981

5 -0,998 - -0,995 0,974

6 -0,996 -0,997 0,982

7 -0,999 -0,992 0,975

8 -0,998 -0,991 0,973 |
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las pendientes de las rectas de regresion lineal de orden uno,
calculamos los valores de las constantes observadas, tal como se muestra en la
Tabla VI, donde se representan estas constantes en los valoresde pH2 a8 y alas

temperaturas ensayadas.

Tabla VIl.- Constantes observadas de orden uno en la reaccion de
hidrélisis de la Ceftizoxima.

T°C |pH=2|pH=3|pH=4|pH=5 pH=6|pH=7|pH

il
o

30 | 0,172 | 0,091 | 0,044 0,075 | 0,05 | 0,024 | 0,019

40 | 0,201 |0,119 0,072 0,103 | 0,078 | 0,052 | 0,047

50 |0,231| 0,15 | 0,102 | 0,133 | 0,108 | 0,083 | 0,077

60 | 0,324 | 0,243 | 0,195 | 0,227 0,201 | 0,176 | 0,171

La representacion del log de las K observadas frente a los valores de pH
ensayados, nos da como resultado la grafica de la figura 48, en donde se pueden
apreciar dos puntos de inflexién, dentro de una curva caracteristica de una reaccion
de hidrélisis. Segun se deduce de la grafica, la degradacion es maxima en los
valores de pH mas &cidos (2-5), con un punto de inflexidn a pH=4, donde la
degradacion de la Ceftizoxima es inferior al pH=5, una vez superado este ultimo
valor, la Ceftizoxima va disminuyendo su degradacién conforme nos acercamos a

los valores de pH alcalinos o neutros (7-8).

Por tanto se puede establecer, que la Ceftizoxima es menos estable a pH

acidos y mas estable en valores de pH alcalino, con la caracteristica singular del
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RESULTADOS Y DISCUSION

pH=4, donde se observa una menor degradacion, similar a la del pH=6, tal como se
pone también de manifiesto al contrastar los valores de las constantes observadas

de la reaccién de orden uno, que dimos en la Tabla VII.

Influencia de la temperatura

Se ha mantenido para este ensayo, constantes el valor del pH y de la fuerza

i6nica del tampon.

Si representamos graficamente el log C frente al tiempo, en los distintos
valores de temperaturas, manteniendo fijo el pH en 2, ocbtenemos la representacién
de la figura 50, donde se manifiesta una menor pendiente en la recta
correspondiente a la menor temperatura (30 °C), para ir incrementando segun la
aumentamos, lo que se corresponde a una logica menor degradacion en las
temperaturas mas bajas. En los demas valores de pH sucede lo mismo, por lo que

no hemos creido necesario representarlos.

Las correspondientes rectas de regresion lineal obtenidas por {a aplicacién
de la ecuacién de Arrhenius, representando los logaritmos de las constantes de
velocidad de primer orden frente a 1/T, se muestran en |a figura 51, en los distintos
valores de pH, mientras que las Energias de Activacion, obtenidas segun la

ecuacion:

E. =2303xR xa
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RESULTADOS Y DISCUSION

donde a es |la pendiente de la recta de regresion lineal de Arrhenius, se dan en la

Tabla VIII.

Tabla VlIl.- Energias de Activacion obtenidas de la ecuacion de
Arrhenius (kcal/mol).

pH Ea
4,06
6,32
9,71
7,15
9,07
12,9
14,32

OiI~N OO [~

En ella se observa altos valores de la Energia de Activacion de Arrhenius,

siguiendo un orden de pH:

PH 2<3<5<6<4<7<8

que resulta inverso al de la velocidad de la reaccién de hidrélisis (ver figura 49),
como es légico, ya que una menor Energia de Activacion significa un salto menor
de Energia que hay que vencer para que se produzca la reaccion, lo que equivale a

la posibilidad de una mayor degradacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ceftizoxima-Cu

Como hemos establecido anteriormente, el mecanismo de hidrolisis del
complejo Ceftizoxima-Cu, implica la ruptura del anilio B-lactama, con la formacion
de ofro complejo, el del correspondiente derivado Cefaloico-Cu(ll), segun el

siguiente esquema:

Ceftizoxima-Cu —————®—  (Cefaloico-Cu

Esta reaccién hidrolitica, se produce por el ion hidroxilo o bien por una
molécula de agua, siendo esta Ultima reaccion espontanea. El Cu(ll) unido al anillo
fi-lactama cataliza estas reacciones, predominando en nuestro caso la catalisis

acuosa, ya que hemos operado a pH acido.

Las constantes cinéticas, en este caso, se han determinado a partir de ias
areas cromatograficas del pico de tiempo de retencidn 8,14 min., que se
corresponde con el isémera mayoritario del complejo Ceftizoxima-Cu, en los valores
de pH, temperaturas y relaciones molares establecidas en nuestro ensayo. En las
Tablas |X a Xll, se muestran los valores de las pendientes y ordenadas en el origen
obtenidas con los valores de concentracion, en %, con respecto al tiempo de

hidrdlisis, en los valores de pH 2, 3, 4 y 5 respectivamente.

Orden de ia reaccion

Como en [a reaccion de hidrdlisis de la Ceftizoxima, el orden en ésta, debe

corresponderse con un pseudo orden uno, ya que los coeficientes de regresidn

lineal son semejantes tanto en orden cero, como para los ordenes uno y dos, tal
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RESULTADQS Y DISCUSION

como se muestra en las Tablas Xlll a XV!|, en los valores de pH 2, 3, 4 y 5

respectivamente, por lo que las constantes cinéticas que hemos determinado han

sido las de orden uno.

Tabla IX.- Pendientes(a) y ordenadas(b) en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=2
T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1
304 -0,97 -1,48 -3 4,5
b 100,51 99,25 97,88 95,6
40 -2,71 -3,21 -4,05 -4,89
100,88 99,69 97,71 95,72
50 -3,98 -4,45 -5,22 -6
101,12 99,92 97,92 95,93
60 -9,03 -9,35 -9,88 -10,42
101,47 100,26 98,24 96,23

Tabla X.- Pendientes(a) y ordenadas(b)en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=3
T°C 051 | 1:1 2:1 3:1

30 a 3,37 3,86 4,66 5,47
b 102,03 | 100,81 | 9877 | 96,73

40 5,01 5,44 6,17 6,9
102,37 | 101,13 | 99,07 | 97,02

50 6,16 6,56 7,24 7,91
10252 | 101,28 | 9922 | 97,15
60 10,75 | 11,02 | 1147 | -11,82
10253 | 10129 | 9923 | 97,16
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Tabla Xl.- Pendientes(a) y ordenadas(b) en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=4
T T°c | 051 | 11 | 24 31

30 2 3,67 3.95 4,76 5,56

b 101,690 | 10042 | 9812 | 96,11

40 5,08 5,52 6,24 6,97
10165 | 10043 | 9841 | 9639

50 6,22 662 | 7.29 7.96
101,8 | 10058 | 9855 | 96,52

60 1075 | 41,02 | 1147 | 11,92
101,79 | 10057 | 9854 | 9651

Tabla Xll.- Pendientes(a) y ordenadas(b) en el origen, de las rectas
cbtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

_bH=5

T°C 0,5:1 1:1 21 | 31
30a -5,93 6,34 7.9 9,07
b 101,68 100,47 996 | 9597
40 -7,38 7,75 -8,3 10,24
101,93 100,71 99 96,14
50 -8,41 -8,75 9,2 -11,06
102,02 100,8 99,17 96,18
60 -12,48 12,7 -12,5 -14,32
101,81 100,59 98,2 95,85
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XIll.- Coeficientes de Regresion lineal. Orden: a) 0 .b)1. ¢)2.

pH=2

T °C 0,5:1 11 | 21 3:1
30 a -0,042 0,933 | -0,929 -0,898
b -0,94 -0,935 -0,934 -0,91
c 0,038 0,936 0039 | 0922
40 -0,971 -0,987 -0,956 0,913
-0,967 -0,986 -0,963 -0,926

0,963 0,985 0,069 | 0,938

50 0,979 -0,991 -0,976 -0,944
-0,974 -0,989 -0,981 -0,957

0,969 0,986 0,984 0,967

60 -0,99 -0,994 -0,991 -0,98
0,978 -0,985 -0,99 -0,987

0,962 097 | 0979 | 0983

Tabla XIV.- Coeficientes de Regresién lineal. Orden: a) 0 .b)1. c)2.

pH=3
T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1

— 30a | 0922 | 0966 | 0974 | 0947

b | 0922 | 0964 | 0976 | -0957
c | 0921 | 092 | 0977 | 0964

40 0959 | 0982 | -0988 | -0971

0955 | -0979 | 0989 | -098

0,952 0975 | 0989 | 0986

50 0968 | -0985 | -0991 | -0,979

0964 | -0981 | 0991 | -0,986

0,959 0976 | 0989 | 0,99

60 099 | 0896 | 0997 | -0991

0979 | -0986 | 0993 | -0,994

0,962 0,97 0,98 0,986
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Tabla XV.- Coeficientes de Regresién lineal. Orden: a) 0 .b)1. ¢)2.

pH=4
T T°C 0,5:1 1:1 2.1 3.1

30 a -0,954 0,933 20,94 20,919
b | -0052 0,933 | -0944 | -0,929

c 0,95 0,933 0,947 0,938
40 -0,048 0,966 | -0969 | -0,952
0,945 0,964 | -0972 | -0,962

0,941 0,961 0,972 0,969
50 0,06 0,974 | -0976 | -0,963
-0,956 0,97 0,978 | 0,973

0,951 0,966 0,977 0,977
60 -0,987 0,991 20,991 10,984
0,975 0,982 | -0988 | -0,989

0,958 0,966 0,974 0,98

Tabla XVI.- Coeficientes de Regresion lineal. Orden: a) 0 .b)1. c)2.

pH=5
T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1

30 a 0,982 -0,993 -0,998 -0,974
b -0,982 -0,993 -0,999 -0,987

C 0,981 0,992 0,998 0,995

40 -0,987 -0,995 -0,997 -0,981
-0,986 -0,995 -0,998 -0,993

0,983 0,993 0,994 0,999
50 -0,99 -0,996 -0,997 -0,984
| -0,988 -0,995 -0,999 -0,996
0,983 0,991 0,998 0,999
60 -0,997 -0,999 -0,996 -0,989
B -0,99 -0,994 -0,996 -0,999

0,974 0,979 0,984 0,99
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Influencia del pH

En estos ensayos, hemos mantenido constantes la fuerza ionica del tampén,

temperatura y relacion molar.

En la representacion grafica de las rectas de regresion lineal obtenidas con
los valores del log C frente al tiempo, en los distintos valores de pH ensayados (2-
5), tal como se muestran en las figuras 52 a 30 °C, 53 a 40 °C, 54 a 50 °C y 55 a 60
°C, manteniendo fija la relacién molar en 1:1, se manifiesta una menor pendiente
para el pH 5, mientras que los mayores valores de esta, se corresponden con los
del pH 2, lo que indica una mayor degradaciéon a pH 5 y una menor a pH mas

acidos.

Los correspondientes valores de las constantes observadas, se muestran en
la Tabla XVIl y en la XVIIb, donde se representan estas constantes en los valores

de pH 2 a 5 y a las temperaturas ensayadas.

En ellas, se observan en general unos valores mas elevados de las
constantes observadas, conforme aumenta el vaior del pH de 2 a 5, aunque la
reaccion de hidrélisis es mas sostenida en el valor de pH 4, con valores préximos al
pH 3, manifestandose de nuevo, como sucede en el caso de la Ceftizoxima, una

estabilizacién de [a reaccion hidrolitica en ese pH.

Este comportamiento ocurre en todas las temperaturas y relaciones molares

Me/Ceftizoxima ensayadas.
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Tabla XVIli.- Constantes observadas de orden uno.
pH: a) 2 .b) 3.¢) 4.d) 5.

T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1

30 a 0,01 0,015 0,032 0,051
b 0,036 0,042 0,052 0,063
c 0,039 0,043 0,053 0,064
d 0,067 0,072 0,095 0,115

40a | 0029 | 0,035 0,045 0,056
b 0,055 0,061 0,071 0,082
c 0,057 0,062 0,073 0,084
d 0,086 0,002 0,101 0,134

Tabla XVIIb.- Constantes observadas de orden uno.
pH: a) 2 .b)3.c)4.d) 5.

T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1
50 a 0,043 0,049 0,059 0,07
b 0,07 0,076 0,086 0,097
c 0,071 0,077 0,087 0,098
d 0,1 0,106 0,114 0,148
60 a i 0,112 4 0,128 0,139 0,138 |
b 0,138 0,144 0,155 0,165
o 0,14 0,146 0,156 0,167
d 0,169 0,175 0,175 0,217
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RESULTADOS Y DISCUSION

Si comparamos las constantes observadas de la reaccidon de hidrélisis de la
Ceftizoxima con las correspondientes a las del complejo Ceftizoxima-Cu, en una
relacién 1:1 y a 30°C, se aprecia una situacion de menor estabilidad en los valores
de pH mas acidos (2-3) en la Ceftizoxima con respecto al complejo Ceftizoxima-Cu,

y una semejante con el aumento del pH (4-5), tal como se observa en la siguiente

Tabla:
pH Ceftizoxima Ceftizoxima-Cu
2 0,172 0,015
3 0,091 0.042
4 0,044 0,043
5 0,075 0,072

Por ofra parte, si comparamos los resultados obtenidos en el complejo
Ceftizoxima-Cu, con las del complejo Ampicilina-Cu, estudiado por nosotros en un

trabajo anterior(100}, tal como se muestra en la siguiente Tabla:
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RESULTADOS Y DISCUSION

pH Ceftizoxima-Cu Ampicilina-Cu
2 0,015 0,007
3 0,042 0,004
4 0,043 0,056
5 0,072 0,126

se observa una mayor estabilidad en el complejo Ceftizoxima-Cu en los valores de

pH menos acidos {4-5) y una menor en los mas acidos (2-3).

La representacion del log de 1as K observadas frente a los valores de pH

ensayados, nos da en el complejo Ceftizoxima-Cu como resultado la grafica de la

figura 56, en donde se puede apreciar una tendencia a una mayor degradacion

conforme el pH adquiere valores menos acidos o una mayor estabilidad a pH muy

acidos, con valores semejantes de las constantes observadas en los valores de pH

3 y 4, siguiendo un orden de estabilidad:

pH 2 > 3=4 > 5

que es inverso al observado en la degradacion de la Ceftizoxima en esos valores

de pH:

4 >5>3>2

si exceptuamos el comportamiento del pH 5 en la Ceftizoxima.
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Figura 56.- Representacion del log K obs. frente al pH enlla relacion 1:1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de la temperatura

Se ha mantenido para este ensayo, constantes el valor del pH relacién

molar y fuerza idnica del tampdn.

Si representamos graficamente el log C frente al tiempo, en los distintos
valores de temperaturas, manteniendo fijo el pH en 2 y la relaciébn molar en 1:1,
obtenemos la representacion de la figura 57, donde se manifiesta como en la
Ceftizoxima, una menor pendiente en [a recta correspondiente a la menor
temperatura (30 °C), para ir incrementando segtn la aumentamos. En los demas

valores de pH y relaciones molares |a situacién es idéntica.

Las correspondientes rectas de regresion lineal obtenidas por la aplicacion
de la ecuacidon de Arrhenius, se muestran en la figuras 58 y 59 (en 3D), y las
Energias de Activaciéon correspondientes en la Tabla XVIII, en la que se observa

que la Energia de Activacion de Arrhenius, sigue un orden:

pH 2>4~3>5

que resulta semejante al orden de estabilidad, comc también ha quedado

establecido en la Ceftizoxima.
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Figura 58.- Representacién de Arrhenius. en 3D en \a re‘acién 1:1.
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Figura 59.- Representacion del log k frente al pH.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XVIII.- Energias de Activacion obtenidas de la ecuacién de
Arrhenius (kcal/mol).

| oH 0,51 1:1 2:1 3:1
2 15,42 13,46 9,26 6,45
3 8,56 7,85 6,89 6,11
4 8,05 7,7 6,77 6,02
5 5,89 5,56 3,9 4,02

Influencia de la concentracion de Cobre

En estos ensayos, hemos mantenido constantes los valores de pH, fuerza

ionica del tampén y temperatura.

Si representamos graficamente los valores de los logaritmos de las K
observadas, frente a las relaciones molares ensayadas (0,5:1, 1:1, 2:1 y 3:1), se
obtienen las rectas que se muestran en las figuras 60 a 63, en los distintos valores
de pH (2-5) y a las distintas temperaturas. En todas ellas, se observa que el log K
observ., va aumentando con la relacion molar, lo que implica una menor estabilidad
conforme se incrementa la concentracién de Cu(ll), por lo que el Cu(ll) qgue no ha

formado complejo, debe también catalizar en cierta manera la reaccién de hidrolisis.
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Figura 61.- Representacion dell log K obs. frente a las relaciones molares.
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Figura 62.- Representacién del log K obs. frente a las relaciones molares.
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Figura 63.- Representacion del log K obs. frente allas relaciones molares.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ceftizoxima-vO

Como en el complejo Ceftizoxima-Cu, el mecanismo de hidrdlisis del
complejo Ceftizoxima-VO, implica la ruptura del anillo f3-lactama, con dos

reacciones, segun el esquema:

©. Ceftizoxima-VO + O ————pu Cefaloico-VO

®. Ceftizoxima-VO + H,0 ———=— Cefaloico-VO

predominando en nuestro caso la catalisis acuosa, al operar a pH acidos.

Las constantes cinéticas, en este caso, se han determinado a partir de las
areas cromatograficas del pico de tiempo de retencidbn 7,1 min., que se
corresponde con el isbmero mayoritario del complejo Ceftizoxima-VO, en los
valores de pH, temperaturas y relaciones molares establecidas en nuestro ensayo.
En 1as Tablas XIX a XXIl, se muestran los valores de las pendientes y ordenadas
en el origen obtenidas con los valores de concentracion, en %, con respecto al

tiempo de hidrélisis, en los valores de pH 2, 3, 4 y 5 respectivamente.

Orden de la reaccion

Como en la reaccién de hidrélisis del complejo Ceftizoxima-Cu, el orden en
ésta, debe corresponderse con un pseudo orden uno, ya que los coeficientes de
regresion lineal son semejantes tanto en orden cero, como para los ordenes uno y
dos, tal como se muestra en las Tablas XXIIl a XXVI, en los valores de pH 2, 3, 4y
5 respectivamente, por lo que las constantes cinéticas que hemos determinado en

este caso, también son las de orden uno.
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RESULTADOQOS Y DISCUSION

Tabla X IX.- Pendientes(a) y ordenadas(b} en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=2
T°C 0,5:1 l 1:1 2:1 3:1
30a 13 | -1,85 2,75 -3,66
b 99,62 98,47 96,55 94,62
40 | -3,06 3,55 4,37 | 5,19
100,06 98,9 96,95 95,01
50 43 4,76 5,52 6,28
100,3 99,12 97,17 | 9521
60 9,25 9,56 10,08 | -10,61
B 10064 | 9945 97,48 95,51

Tabla XX.- Pendientes(a) y ordenadas(b)en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=3

T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1
304 -3,54 -4,02 -4,82 -5,62
b 101,61 100,4 98,38 96,36
40 -5,16 -5,59 -6,31 -7,03
101,94 100,72 98,68 96,65
50 -6,3 6,7 -7,36 -8,03
102,1 100,87 98,83 96,78

60 -10,84 -11,11 -11,55 -12
102,1 100,88 98,83 96,79
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXI.- Pendientes(a) y ordenadas(b) en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=4

T°C 0,5:1 11 21 | 3
30 2 3,8 -4,27 -5,06 5,85
b 1005 | 99,32 97,35 95,39
40 5,38 5,81 6,52 7,23
100,81 99,62 97,64 95,66

50 6,5 6,89 7,55 8,2
100,96 09,77 97,78 95,79
60 10,94 41,2 11,64 | -12,08
100,95 99,76 97,77 95,78

Tabla XXIl.- Pendientes(a) y ordenadas(b) en el origen, de las rectas
obtenidas a partir de los datos de concentraciones frente al tiempo.

pH=5

TC | 051 1:1 2:1 3:1

30a | -607 6,47 8,4 9,2

b | 10127 | 10006 | 100 95,57

40 7,51 7,87 8,36 -10,36

101,51 100,3 98,69 95,73

50 8,53 8,86 9,31 11,17

101,6 100,39 | 98,78 95,77

60 q256 | 278 | 4307 | 1439
101,39 | 100,18 | 9857 | 9545 |
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabia XXIlI.- Coeficientes de Regresion lineal. Orden: a) 0 .b)1. c)2.

pH=2

T °C 0,5:1 11 2:1 3.1

30 a -0,94 -0,904 -0,84 -0,803

b -0,941 -0,908 -0,848 -0,811

c 0,941 0,911 0,854 0,819

40 -0,987 -0,979 -0,94 -0,899
-0,985 -0,981 -0,949 0,913 |

0,982 0,983 0,957 0,927

| 50 -0,99 -0,989 -0,964 -0,932

-0,987 -0,989 -0,972 -0,947

0,982 0,988 0,979 0,96

60 -0,993 -0,994 -0,988 -0,975

-0,983 -0,988 -0,989 -0,985

- 0,968 0,974 0,981 0,983

c)2.

Tabla XXIV.- Coeficientes de Regresion lineal. Orden: a) 0 .b)1.
pH=3
T°C 0,5:1 1:1 2:1 3:1

30 a -0,942 -0,972 -0,97 -0,941
b -0,94 -0,971 -0,974 -0,952

C 0,939 0,969 0,976 0,961

40 -0,969 -0,986 -0,986 -0,967
-0,965 -0,983 -0,989 -0,977

0,962 0,98 0,989 0,984

50 -0,976 -0,989 -0,99 -0,975
-0,971 -0,985 -0,991 -0,984

0,966 0,98 0,99 0,989

60 -0,992 -0,997 -0,996 -0,989
-0,981 -0,988 -0,994 -0,994

0,965 0,972 0,981 0,986
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXV.- Coeficientes de Regresion lineal. Orden: a) 0 .b)1. ¢)2.

pH=4
—T°Cc | o051 | 11| 2i 3:1
30 a -0,925 0,941 -0,934 -0,91
[ b | -0925 -0,943 -0,94 -0,922
c 0,925 0,943 0,945 0,932
40 -0,962 -0,971 0,964 | -0,944
-0,959 -0,07 0,969 | -0,957
0,956 0,968 0,972 0,966
50 0,971 -0,977 0873 | -0957
| -0,967 -0,976 0977 | -0,969
0,962 0,972 0,978 0,976
60 -0,99 -0,992 -0,989 -0,98
r 098 | -0985 | 0989 | -0,988
| 0,963 0,97 0,977 0,981

C)2.

Tabla XXV1.- Coeficientes de Regresion lineal. Orden: a) 0 .b)1.
pH=5
T T°C 0,51 19| 2 3:1
30 a -0,987 -0,994 r -0,999 -0,97
b -0,987 -0,995 -0,999 -0,984
c 0,986 0,994 0,995 0,994
AQ -0,991 -0,996 0994 | -0,978
-0,99 -0,996 -0,998 -0,991
0,987 0,995 0,999 0,998
50 -0,993 -0,997 -0,996 -0,981
-0,991 -0,997 | -0,999 -0,994
0,986 0,993 0,998 0,999
60 -0,998 -1 4 -0,998 -0,987
-0,991 -0,995 -0,998 -0,999
0976 | 0,981 0,986 | 0,99
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RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia del pH

La representacion grafica de las rectas de regresion lineal obtenidas con los
valores del log C frente al tiempo, en los distintos valores de pH ensayados (2-5),
se muestran en las figuras 64 a 67, manteniendo fija ia refacién molar en 1:1. En
elias se observa una menor pendiente para €l pH 5, mientras que los mayores
valores de esta, se corresponden con los del pH 2, lo que indica una mayor
degradacion a pH 5 y una menor a pH mas acidos, tal como sucede en el complejo

Ceftizoxima-Cu.

Los valores calculados de las constantes observadas, se muestran en la
Tabla XXVIl y en 1a XXVIlb, donde se representan estas constantes en los valores

de pH 2 a 5 y a las temperaturas ensayadas.

Si comparamos las constantes observadas de |a reaccion de hidrélisis de la
Ceftizoxima y las obtenidas en el complejo Ceftizoxima-Cu, con l[as
correspondientes a las del complejo Ceftizoxima-VO, en una relacion 1:1 y a 30°C,
se aprecia tambien, una situacién de menor estabilidad en los valores de pH mas
acidos (2-3) en la Ceftizoxima con respecto al complejo Ceftizoxima-VO, y una
semejante con el aumento del pH (4-5), tal como sucede en el complejo
Ceftizoxima-Cu, mientras que el complejo Ceftizoxima-VO manifiesta valores
ligeramente superiores de las constantes observadas con respecto al complejo
Ceftizoxima-Cu, con lo que la velocidad de la reaccion debe ser semejante en

ambos complejos, tal como se muestra en la siguiente Tabla:
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RESULTADOS Y DISCUSION

pH Ceftizoxima Ceftizoxima-vVO Ceftizoxima-Cu
2 0,172 0,019 0,015
3 0,091 0,044 0.042
4 0,044 0,047 0,043
5 0,075 0,074 0,072

La representacion del log de las K observadas frente a los valores de pH

ensayados, nos da en el compiejo Ceftizoxima-VO como resultado la gréfica de la

figura 68, donde se pone de manifiesto, como ocurre en el complejo Ceftizoxima-

Cu, una tendencia a una mayor estabilidad a pH muy &cidos, con valores

semejantes de las constantes observadas en los valores de pH 3 y 4, siguiendo un

orden de estabilidad:

pH 2 > 3=4 > 5

que resulta asi mismo inverso al observado en la degradacion de la Ceftizoxima en

esos valores de pH, exceptuando el valor del pH 5 en la Ceftizoxima.
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Figura 64.- Representacion del Log C frente al tiempo a Jiferentes pH. Relacion 1.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXVIil.- Constantes observadas de orden uno.

Relaciones: a) 0,5:1 .b) 1:1. ¢) 2:1.d) 3:1.

T°C pH=2 pH=3 pH=4 | pH=5
30 a 0,013 0,038 0,041 0,069
b 0,019 0,044 0,047 0,074
c 0,03 0,054 0,058 0,102
d 0,04 0,065 0068 | 0117
40 a 0,033 0,057 0,061 0,088
b 0,039 0,063 0,067 0,094
c 0,049 0,073 0,077 0,102
d 0,06 0,084 0,088 0,136

Tabla XXVIlb.- Constantes observadas de orden uno.

Relacion: a) 0,5:1 .b) 1:1. c) 2:1.d) 3:1.

T°C pH=2 pH=3 pH=4 pH=5

50a 0,047 0,072 0,075 6,77
b 0,053 0,078 0,081 6,4
c 0,063 0,088 0,091 5,95
d 0,074 0,099 0,102 4,59

60 a 0,116 0,14 0,144 4,05
b 0,132 0,146 0,15 3,92
c 0,143 0,157 0,16 3,74
d 0,14 0,167 0,171 3,16
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Figura 68.- Representacién delillog K obs. frente al pH.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de la temperatura

En la representacion grafica del log C frente al tiempo, en los distintos
valores de temperaturas, manteniendo fijo el pH en 2 y la relacién molar en 1:1,
obtenemos las rectas de regresidn de Ia figura 69, donde de nuevo se observa una
menor pendiente en |a recta correspondiente a la menor temperatura (30 °C), para
ir incrementando segun la aumentamos. En los demas valores de pH y relaciones

molares la situacion es asi mismo idéntica.

Las correspondientes rectas de regresion lineal obtenidas por la aplicacién
de la ecuacién de Arrhenius, se muestran en la figuras 70 y 71 (en 3D), y las
Energias de Activacion en la Tabla XXVIIl, en la que se observa un orden idéntico

al del complejo Ceftizoxima-Cu:

PH 2> 4 ~3>5

que resulta también semejante al orden de estabilidad,

Influencia de ia concentracion de Vanadilo

En la representacion de los valores de los logaritmos de las K observadas,
frente a [as relaciones molares ensayadas (0,5:1, 1:1, 2:1 y 3:1), obtenemos en
este caso, las rectas de regresion que se muestran en las figuras 72 a 75, en los
distintos valores de pH (2-5) y a las distintas temperaturas. En todas ellas, y como
sucede en el complejo Ceftizoxima-Cu, se observa que el log K observ., va
aumentando con la relacién molar, o que implica asi mismo, una menor estabilidad

conforme se incrementa la concentracion de VO, por lo que también el VO** que
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Figura 70.- Representacion de Arrhenius. en 3D en la relacion 1:1.
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Figura 71.- Representacion del log k de Arrhenius frente al pH.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXM1.- Energias de Adtivacion obtenidas de la ecuacion de

Arrhenius (kcal/mol).
pH 05:1 11 2:1 3:1
2 13,7 12,17 9,95 7,89
3 8,3 7,64 6,73 5,99
4 79 7,3 6,47 5,79
5 5,77 546 3,8 3,96
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Figura 74.- Representacion del log K obs. frente ailas relaciones molares.

NQISNOSId A SOAv.LINS3Y



ivi

T=60 °C

Log K
-0,6 J
-0’7 4‘/4
L ——
-0,8
. _?
-0,9///
-1
-1,1
-1.2
0,5:1 1:1 2:1 3:1
Relacion molar
~-pH=2 4 ph=3 ®pH=4 +pH=5

Figura 75.- Representacion delllog K o

bs. frente allas relaciones molares.

NOISNISIA A SOGVLINS3Y



RESULTADOS Y DISCUSION

no ha formado complejo, debe también catalizar la reaccién de hidrdlisis del

complejo.

Adicién de Niquel

La adicion de Ni(ll) a la Ceftizoxima, como hemos establecido anteriormente,
no implica la formacién de un complejo, sino que conduce a la formacién de 7-
desmetil ADCA y acido tiazoximico, como sucede cuando no se adiciona ion

metalico, segun la reaccion :

Ceftizoxima —=—————m 7 desmetil-ADCA + Ac. Tiazoximico

Por tanto, en este caso, se trata de ver si la adicion de Ni(ll), incrementa o

no la velocidad de 1a reaccion de hidrolisis de la Ceftizoxima.

Los valores de las pendientes y las ordenadas en el origen de las
correspondientes rectas de regresion lineal, en los valores de pH de nuestro ensayo
(2-8) y con ias variaciones de Temperaturas efectuadas (30, 40 , 50 y 60 °C), se
muestran en las Tablas XXIX {pendientes) y XXX (ordenadas en el origen), para el

pico de tiempo de retencion 1,66 min.

Orden de la Reaccion

El orden de la reaccién de hidrolisis asignado en este caso es de nuevo el
orden uno. Los valores de los coeficientes de regresion lineal a 30 °C, se muestran

en la Tabla XXX!.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXIX.- Pendientes de las rectas obtenidas a partir de los datos

de concentraciones frente al tiempo.

pH T=30°C T=40°C | T=50°C | T=60°C

2 -12,05 -13,29 - -14,4 J -17,11
3 -7,572 -9,323 -10,94 -14,79
4 -4,156 -6,347 -11,24 -13,21
5 -6,496 -8,386 -10,14 -14,3

6 -4,463 -6,498 -8,406 -12,88
7 -2,445 -4,772 -6,963 -12,09
8 -1,99 -4,394 -6,658 -11,95

Tabla XXX.- Ordenadas en el origen de las rectas obtenidas a partir de
los datos de concentraciones frente al tiempo.

oH T=30°C | T=40°C | T=50°C | T=60°C
> 9954 | 9935 | 9848 | 97,64

3 08,22 98,43 97,92 97,93

4 9883 | 9937 | 1044 | 9983

5 98,53 98,83 98,4 98,61

6 0449 | 9494 | 9469 | 9524

7 97,44 98,05 97,89 98,75

8 98,46 99,1 98,97 | 9991 |
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tetda XXX .- Cosfidentes de Regesnlined a T=0C

T=30°C
oH | ORDENO | ORDENT | ORDEN2
2 036 | 099 | 0974
3 09%5 | 098 | 0998
4 0%2 | %01 | 0899
5 0985 | 099 | 099
6 | 0904 | 0915 | 095
7 05 | %1 | 0936
3 05 | 09 | 0952
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RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia del pH

Las rectas de regresion lineal obtenidas con los valores del log C frente al
tiempo, en los distintos valores de pH ensayados (2-8), manteniendo fija la
temperatura, se muestran en las figuras 76 a 79. En todas ellas, se manifiestan
menores pendientes en el pH 2, mientras que los mayores valores de esta, se
corresponden con los de pH 7 y 8, lo que indica, como en la Ceftizoxima sin adicion

de iones, una mayor degradacién a pH 2 y una menor a pH 7-8.

En la Tabla XXXll, se dan los valores de las constantes observadas en los

valores de pH 2 a 8 y a |las temperaturas ensayadas.

Tabla XXXIl.- Constantes observadas de orden uno en la reaccion de
hidrélisis de la Ceftizoxima.

T°C | pH=2 | pH=3 |pH=4|pH=5|pH=6 |pH=7 |pH=8

30 | 0,175 0,094 | 0,046 0,077 | 0,052 | 0,026 | 0,021

40 | 0,203 | 0,122 | 0,074 | 0,105 0,08 | 0,055 | 0,049

50 0,233 | 0,152 | 0,104 | 0,136 | 0,11 0,085| 0,08

60 |0,323 | 0,242 | 0,194 |0,226 | 0,2 0,175 0,169
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Figura 76.- Representacion del Log C frente al tiempo a diferentes pH .
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la representacion del log de las K observadas frente a los valores de pH
ensayados, obtenemos la grafica de la figura 80, en donde se pueden apreciar dos
puntos de inflexion, como sucede en la Ceftizoxima sin adicién, que resultan
idénticos, siendo la degradacion es maxima en los valores de pH mas acidos (2-5),
con un punto de inflexién a pH=4, donde la degradacién de la Ceftizoxima es

inferior al pH=>5, disminuyendo en los valores de pH alcalinos o neutros (7-8).

Por tanto se puede establecer, que cuando se adiciona Ni{ll) a la
Ceftizoxima, la degradacion es similar, ya que la curva de hidrolisis obtenida en
ambos casos, al representar el log K frente al pH es idéntica y los valores de las

constantes observadas son similares, tal como se muestra en la siguiente Tabla a

30 °C:
pH Ceftizoxima Ceftizoxima + Ni
2 0,172 0,175
3 0,091 0,094
4 0,044 0,046
5 0.075 0,077
6 0,05 0,052
7 0,024 0,026
8 0,019 0,021
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RESULTADOS Y DISCUSION

por lo que la adicidn de Ni, no conduce a un efecto catalitico en la reacciéon de

hidrélisis de la Ceftizoxima.

Influencia de la temperatura

De nuevo, se observa una menor degradacion a menor temperatura, para ir

incrementando segun la aumentamos, tal comoe se muestra en la figura 81 a pH 2.

Las correspondientes rectas de Arrhenius, se muestran en la figura 82, en

los distintos valores de pH, mientras que las Energias de Activacion, se dan en la

Tabla XXXIII, en donde se observa que sigue un orden:

PH 2<3<5<6<4<7<8

similar al obtenido con la Ceftizoxima sin adicibn de iones metalicos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXMl - Energias de Adivaion cbteridas de la ecuadion de
Arherius (keal/md).

pH Ea

3,95
6,13
9,34
6,93
8,74
12,26
13,52

QO i~ || O | AW N
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RESULTADOS Y DISCUSION

REACCIONES DE FORMACION DE LOS COMPLEJOS

Las reacciones de formacion de estos complejos metalicos con la

Ceftizoxima:

——
Ceftizoxima + Cu(ll) - Ceftizoxima-Cu

ey

Ceftizoxima + VO Ceftizoxima-VO

implican un equilibrio quimico, con una constante Ke, segun la ecuacion:

K. = [ Ceftizoxima— Me]
¢ — {Ceftizoximall-Mel

donde la [Ceftizoxima], es la concentracién inicial de Ceftizoxima, en nuestro caso
0,5 mg/mL (1,26 mM), obtenida aislando el pico de tiempo de retencion 1,66 min.
que corresponde al isémero mayoritario por recoleccion de la fraccidén
correspondiente; [Me], es la concentracion de Cu(ll) o de VO* que no han

reaccionado, y la [Ceftizoxima-Me], es la concentracion del complejo metalico.

La concentracion del metal inicial es de 0,2 mM, y la residual se ha
determinado por cromatografia idnica por el método descrito anteriormente y la del
complejo metalico, a partir de un patron de Ceftizoxima-Cu o Ceftizoxima-VO,
aislado recolectando la fraccion cromatografica correspondiente a los picos de
tiempos de retencién 8,14 y 7,1 min., respectivamente, y posteriormente disueltos

en Metanol a concentraciones de 1, 1,05, 1,1y 1,2 mM y cuyas rectas de calibrado
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RESULTADOS Y DISCUSION

se dan en las figuras 83 y 84. Las correspondientes concentraciones del complejo,
con los valores obtenidos del log K, se muestran en las Tablas XXXIV
(Ceftizoxima-Cu) y XXXV (Ceftizoxima-VO), en los distintos valores de pH
ensayados. En ellas, se observan valores semejantes del log K, en ambos
complejos, con una tendencia a ir disminuyendo conforme aumenta el pH (2 a 5),
siendo similares en los valores de pH 3 y 4, por lo que la estabilidad del complejo
es mayor a pH muy acidos y va disminuyendo con los valores de pH menos acidos,
tal como sucede en cuanto a los valores obtenidos de las K observadas en la

reaccion de hidrolisis.

A partir del log K., se pueden determinar las constantes termodinamicas de

la reaccion de formacioén del complejo, segin las ecuaciones:

AG= -2,303.R.T.log K.

AH (T T 1)
2303.R ~ (T177)

10g Ke.— log K. =

AG=AH-T. AS

cuyos valores se muestran asi mismo en las Tablas XXXIV y XXXV, donde se
aprecian valores de AS, superiores a 100 J/mol, lo que indica la formacion de un
quelato, cuyos valores maximos se alcanzan a pH 2, lo que indica de nuevo, una

mayor estabilidad en este pH.

163



121"

Respuesta (mV)

200

oo

L O PR

1 1,05 1,1 1,2
Conc. mM

Figura 83.- Recta de Calibrado del patron de Ceftizoxima-Cu.

NOISNISIA A SOAVLINSIY



Qo4

Respuesta (mV)

12

1 1,05 1,1
Conc. mM

Figura 84.- Recta de Calibrado del patrén de Ceftizoxima-VO.

1,2

NQISNISIQ A SOAVYLINS3Y



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XXXIV.- Valores obtenidos del log Ke y constantes
termodinamicas en el complejo Ceftizoxima-Cu(ll). 222Gy 25 Hen
KJ/moly 23S en J/mol.

pH [?nzﬁgzi" logke | AG | AH AS
T=30°C | T=30°C

2 0,03 253 3,5 | 40,64 | 137,63

3 1,05 242 | -335 | 41,32 | 139,73

4 1,06 242 | -335 | 393 | 133,05

5 1.1 246 | 341 | 37,65 | 127,66
T=40°C | T=40°C

2 1,38 2,74

3 1,35 2,63

4 1,33 2,63

5 127 | 266

Tabla XXXV.- Valores obtenidos del log Ke y constantes
termodinamicas en el complejo Ceftizoxima-VO. 2AGy 22 H en
KJ/moly /AS en J/imol.

pH [g]eaf_t\'fg;“ logKe | NG AH AN

T=302C | T=30°C

2 0,91 2,52 -3,48 43,64 | 147,51

3 1,064 2,42 -3,35 41,32 | 139,74

4 1,07 2,42 -3,36 39,76 | 134,57

5 1,143 2,48 -3,44 38,3 129,83
T=402C | T=40°C

2 1,4 2,74

3 1,368 2,64

4 1,35 2,63

5 1,33 2,68
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CONCLUSIONES

1.- La Ceftizoxima, sigue una ruta hidrolitica, en los valiores de pH ensayados (2-8),
que conduce a la formacion de 7-desmetil ADCA y acido tiazoximico, que es la

habitual en las desacetoxicefalosporinas.

2.- La adicion de Cu(ll) y de VO*, produce un complejo en disolucion acuosa con
la Ceftizoxima, en los valores de pH 2-5, mientras que en la de Ni(ll), no se observa

la formacion de un quelato estable.

3.- Los complejos Ceftizoxima-Cu y Ceftizoxima-VO, son de tipo hidrolitico, y por
ataque nucleofilico de una molécula de agua o por el anion hidroxilo, se produce la
ruptura del anillo p-lactama, con formacion de otro complejo con el correspondiente
derivado del acido Cefaloico. En los valores de pH 2-4, se produce ademas, otro
complejo, con el 7-desmetil ADCA, producto de hidrélisis de la Ceftizoxima, lo que

debe implicar una ruptura parciai de esta antes de formar el complejo.

4 - La estequiometria de los complejos Ceftizoxima-Cu y Ceftizoxima-VO resulta ser

1:1.

5.- Todas estas reacciones hidroliticas transcurren previsiblemente en orden uno o

pseudo orden uno.
6.- La reaccion de hidrélisis de la Ceftizoxima es mas rapida a pH muy acidos (2-

5), con un punto de inflexién a pH=4, donde la degradacion es menor, y es mas

estable en [os valores de pH neutros o alcalinos (7-8).
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CONCLUSIONES

7.- Cuando se adiciona Ni(ll) a la Ceftizoxima, no se producen alteraciones
significativas ni en el perfil indicado anteriormente, ni en el valor de las constantes
cinéticas de orden uno observadas, por lo que se puede concluir que no produce

ningun efecto de catalisis.

8.- Sin embargo, los complejos Ceftizoxima-Cu y Ceftizoxima-VO, conducen a una
ruptura hidrolitica del anillo p-lactama, que es mas intenso a pH 5 y menor a pH 2,
apreciandose por los valores de las K observadas, una situacién de mayor
estabilidad en los valores de pH mas acidos (2-3) en el complejo con respecto a la

Ceftizoxima.

9.- La concentracion de ion Cu(ll) y VO¥, influye en ia estabilidad del complejo,
observandose una menor estabilidad conforme se incrementa dicha concentracion,
por lo que el Cu(ll) o VO*', que no ha formado complejo debe catalizar también la

reaccion de hidrolisis de este.

10.- Los valores de las Energias de Activacion obtenidas de la ecuacién de

Arrhenius son concordantes con las estabilidades deducidas por los valores de las

K observadas.
11.- Los valores de AS, superiores a 100 J/mol, deducidos a partir de las
constantes de equilibrio de las reacciones de formacion de los complejos, estan de

acuerdo con la formacién de un quelato estable.

12.- Los valores de los log K, , obtenidos en las reacciones de formacion de los

complejos metalicos, indican una mayor estabilidad en el pH 2.
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