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VALIDACION DE LA TECNICA PARA LA DETERMINACION
CUANTITATIVA DE CEFOTAXIMA SODICA POR CLAR

Liset Sordo Martinez,’ Angel Rafael Rodriguez de la Rosa? y Jorge Cruz Morales®

RESUMEN

Se realiz6 la validacién del método de cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) para la determinacién cuantitativa de cefotaxima sodica, un compuesto
de actividad antibacteriana reconocida. Teniendo en cuenta que el método se
clasifica como método para la determinacion cuantitativa de ingrediente activo
0 compuesto mayoritario en formulaciones o materia prima, se evaluaron los
parametros: especificidad, linealidad, precision y exactitud. Los resultados
obtenidos demostraron que la técnica es fiable, pues permitid la determinacién
del compuesto estudiado en presencia de las impurezas de la sintesis y productos
de degradaciéon. Ademas, el procesamiento estadistico de los resultados evidencié
la linealidad, precision y exactitud del método.

DeCS CEFOTAXIMA/andlisis; CEFOTAXIMA/farmacologia; CROMATOGRA-
FIA LIQUIDA DE ALTA PRESION; QUIMICA FARMACEUTICA; TEC-
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La cefotaxima sddica (I) es una
cefalosporina semisintética de tercera
generacion, activa contra una variedad de
bacterias grampositivas y gramnegativas,
incluyendo algunos microorganismos
resi stentes a antibi6ticos como ampicilina,
tetraciclinay cloranfenicol .

La USP? reporta un método de
cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) paraladeterminacién cuantitativa
del, queutilizacomo fase estacionariauna

columnaRP18de3,9mmx 30cm (5um)y
como fase mévil unamezcladedisolventes
compuesta por metanol y tampoén fosfato.
Este método tiene como inconvenientesque
el tiempo de retencién para € compuesto
deinterés sobrepasalos 20 min, ademésde
gue€ usodesaesenlafase movil deteriora
labombadel cromatégrafo.

En la literatura se reportan otros
métodos entre los cuales se encuentra €l
propuesto por Ting,® que empleacomo fase
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mévil metanol, acido acético y agua
(30:70:0,1 v/v) y como fase estacionariauna
columnaBondapak C , 300x 3,9mm (10 um).
Con este sistema cromatogréfico el tiempo
de retencién del compuesto de interés
disminuye considerablemente (8-10 min),
factor importante en el control de calidad.
Ademés, lafase mévil no presentasalesen
su composicién y se elimina uno de los
factores que puede provocar e deterioro
delabombadel equipo.

En el presentetrabajo seemplealafase
movil propuesta por Ting, pero se adiciona
trietilamina con € proposito de mejorar la
simetriadelos picos.

El objetivo deestetrabajo esvalidar e
método analitico propuesto, el cual se
clasifica como método para la determina-
cion cuantitativa de ingrediente activo o
compuesto mayoritario en formulacioneso
materiaprima*s

METODOS

Se utilizaron 2 lotes de cefotaxima
sddica procedentes del Centro de Investi-
gaciény Desarrollo de M edicamentos. Uno
depureza 99,4 % determinadapor CLAR en
base anhidra, humedad 2,75 % por Karl
Fisher (sustancia de referencia), y otro de
pureza 95,8 % determinada por CLAR en
base anhidray humedad 4,79 % por Karl
Fisher (sustancia de trabgjo).

Los andlisis se realizaron en un
cromatografoliquido modular Merck-Hitachi,
con unabombaisocrética L-6000, detector
UV-VIS L-4250 y un inyector Rheodyne
7125,

En lafase estacionaria se empled una
columnaLichrosorb RP18250x 4mmy enla
fase movil metanol : agua : acido acético:
:trietilamina, en una proporcién de
30:70:0,1:0,03 v/iv.
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El flujofuede0,5mL/miny lapresion
obtenidaoscilo entre 107-109 bar. Seutilizé
unalongitud de onda parael registro delas
muestrasde 254 nm. Seinyectaron 20 pL de
cada una de las disoluciones sujetas a
andlisis.

Todos los reactivos fueron calidad
puro paraandisis.

En el ensayo de especificidad seanali-
z6 una mezcla que contenia | e impurezas
delasintesis, el 2-mercaptobenzotiazol (1V,
Fluka) de pureza 99 %, el acido 7-amino-
-cefalosporénico (7-ACA, I11) y € 2-mercap-
tobenzotiazolil tioéster del &cido 2-(2-amino-
tiazol-4-il0)-2-metoximino acético (MAEM,
[1). Estos Ultimos 2 compuestos procedian
del Centro de Quimica Farmacéuticay de
purezas 95y 96 % respectivamente,
determinadas por valoracion poten-
ciomeétrica. Enlamezcla, el compuesto | se
encontrabaal 98 %y lasimpurezasal 2 %.

Se preparé una muestra degradada de
I, la cual se obtuvo sometiendo una
disolucién acuosa (pH 9) de 1 mg/mL del
producto areflujo durante 2 h.

En el ensayo delinedlidad se prepara
ron 3 curvas de calibracién con 4 puntos
experimentales cada una (0,0025; 0,005;
0,010y 0,020 mg/mL). En e procesamiento
de los resultados experimentales se utilizé
el programaestadistico Origin 3.5.”

Adicionamente, serealiz6 unaprueba
t de Student paradeterminar lasignificacion
de la correlacion lineal B a partir de la
hipotesisnuladelano correlacion entrelas
concentraciones de las disoluciones del
analito y las &reas obtenidas experimen-
talmente. El valor experimental det se
compard con el valor tabulado (t_,[0,05;
n=12;f=n-2=10] = 2,228).

En el ensayo de precision seanalizaron
6 disoluciones del analito de 0,01 mg/mL.
En la repetibilidad, estas disoluciones
fueron preparadasy analizadas por unmismo



andigta, d mismodia. Enlareproducibilidad,
este mismo procedimiento se efectud por 2
andlistas y en 2 d diferentes. Se calcul6 la
desviacion tipica y los coeficientes de
variacion delasrespuestas obtenidas (&reas).
Ademas se realizé un andlisis de
homogeneidad de varianza mediante la
prueba Anova para determinar si los
resultados obtenidos en los 2 d por los 2
andligtas eran estadisticamente diferentes.
En el ensayo de exactitud seanalizaron
6 disoluciones del analito de 0,01 mg/mL.
Se determind € porcentagje de recobrado por
la comparacion de las concentraciones
tedricasy |as obtenidas experimental mente.

RESULTADOS

Enlafigural semuestrael cromatogra:
madelamezcladel (sustanciadereferen-
cia), contaminada con las impurezas de la
sintesis.

En la figura 2 se observa el
cromatograma obtenido paralamuestrade
| degradada. Los espectros UV correspon-
dientes al pico de I, pertenecientes al
cromatograma de la muestra degradada se
presentan en lafigura 3.
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FIG. 1. Cromatograma de la mezcla de | (sustancia de
referencia), contaminada con las impurezas de la sintesis (I,
iy Iv)

1000

800

600

400 |

0

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

FIG. 2. Cromatograma de la muestra de | en disolucién acuosa
(pH 9), degradada a reflujo durante 1 h.
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FIG. 3. Espectros UV a la subida (A), en el medio (B) y ala
bajada (C) del pico cromatogréfico perteneciente a |
degradada.

L osresultados obtenidos del gjuste de
la recta por el método de los minimos
cuadrados y € calculo de los pardmetros
delinealidad aparecen enlatablal.

En el ensayo de precisiéon se
obtuvieron coeficientes de variacion para
larepetibilidad y lareproducibilidad del
0,41y 0,86 % respectivamente.

Enlatabla?2 se presentan losresultados
del ensayo de exactitud.



TABLA 1.Resultados del ensayo de linealidad de la técnica
para la determinacion por CLAR de la cefotaxima sédica en
materia prima

Parametro Valor
Rango lineal (mg/mL) 0,0025; 0,020
Pendiente, b 626,504
Desviacion tipica de la pendiente, S, 2,727
Coeficiente de variacion, Cv, 0,43 %
Intercepto, a 0,04652
Desviacion tipica del intercepto, S, 0,03143
Intervalo de confianza del

intercepto (-0,02350; 0,11654)
Coeficiente de correlacion, r 0,99998
Coeficiente de determinacién, r? 99,996 %
Correlacion lineal significativa, Tr 223,60

t,= 2,228 (a = 0,05; n = 12;f = n-2 = 10), valor tabulado
delatde Student para el calculo del intervalo de confianza,
la significacion de los factores respuesta (ay b) y para la
evaluacién de la linealidad.

TABLA 2. Resultados obtenidos para el estudio de exactitud
de latécnica de CLAR para la determinacion de la cefotaxima
sédica en materia prima

Cantidad Cantidad

anadida recuperada
No. (mg/mL) (mg/mL) % R
1 0,0101 101,0
2 0,097 97,0
3 0,01 0,098 98,0
4 0,010 100,0
5 0,099 99,0
6 0,010 100,0
Media + IC 99,17+ 3,78
S 1,47
Cvrecnbrado 1,48
t 1,205

exp

IC: intervalo de confianza; S: desviacion tipica; CV:
coeficiente de variacion del valor promedio de recobrado;
t,,+ valor tabulado de lat de Student = 2,571 (o = 0,05;
f=n-1=5).

DISCUSION

En la figura 1 se observa que los
tiempos de retencién para cada una de
lasimpurezas de lasintesis (Il 4,61 min;
115 min; IV 23,29 min) difieren del tiempo
de retencion de | (8,19 min). Estos
resultados demuestran que la técnica es
selectiva en presencia de impurezas de la
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sintesis. El valor de simetria obtenido para
el pico del compuesto mayoritario fue
cercanoal®

Por otraparte, |os picos pertenecientes
al producto deinterésy alos productos de
degradacion (fig. 2) se separan por lineade
base. Los espectros UV (fig.3)
correspondientes al pico de I, pertene-
cientes al cromatograma de la muestra
degradada, son iguales, lo cua demuestra
la homogeneidad de este y por tanto la
selectividad de la técnica cuando | se
encuentra en presencia de productos de
degradacion.

De acuerdo con los resultados
obtenidos en el ensayo de linealidad
(tabla 1), secompruebaqueel intervalo de
confianzadel interceptoincluyed cero para
el 95 % de confiabilidad, €l coeficiente de
variacion delapendiente esmenor que2 %
y el valor de Tr calculado (223,60) esmucho
mayor que t_ (2,228). Esto nos permite
afirmar la existencia de una correlacién
linealmente positiva entre los valores de
concentracion escogidos y las respuestas
obtenidas.

El valor de Iatexpparael intercepto fue
1,48, valor este menor que lat_ y no
significativo. En el caso de la pendientela
., fue229,72, lo queindicaqueesunvalor
significativo.

En el ensayo de precision los
coeficientes de variacion obtenidos parala
repetibilidad y la reproducibilidad fueron
inferiores al 2 %, valor establecido como
[imite en la literatura para métodos
cromatogréaficos.® En la prueba de
homogeneidad de varianza, |aprobabilidad
asociada con €l vaor de F (0,25635) fue
mayor que 0,05; por |o que se puede afirmar
que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los andlisis realizados
por los 2 analistas en dias diferentes.

Losresultadosdel estudio de exactitud
(tabla 2) nos permiten asegurar que el
método es exacto para determinar el



contenido de | en materia prima, yaque en
lacomparacion del valor medio derecobro
(99,17 %) y del valor real (100 %) por una
pruebat de Student demostré que el valor
de b (1,205) es menor que el vaor det,
(2,571), por lo que no existen diferencias
significativas entre el contenido de |
obtenido experimentalmente (99,17 %) y el
contenido tedrico (100 %). Por otraparte, el
intervalo de confianza incluyeal 100 %.

Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, la técnica analitica propuesta
paraladeterminacion de cefotaximasodica
como materiaprimaesfiabley satisfactoria
dentro de los intervalos definidos. Asi lo
demuestran los ensayos de especificidad,
linealidad, precision y exactitud. Este
método puede ser aplicado para el andisis
de rutina en el control de la calidad de
cefotaximasodicamateriaprima

SUMMARY

The validation of the high-performance liquid chromatography method for the
quantitative determination of cefotaxime sodium, a well-known antibacterial
compound, was carried out. Taking into account that this method is rated as a
method for quantitative determination of the active ingredient or main compound
in formulations or raw materials, the following parameters were evaluated:
specificity, linearity, precision and accuracy. The results showed that the technique
is reliable since it alowed the determination of the studied compound in the face
of synthesis impurities and degradation products. Also, the statistical processing
of the results revealed the linearity, precision and accuracy of the method.

Subject headings: CEFOTAXIME/analysis; CEFOTAXIME/pharmacology;
CHROMATOGRAPHY, HIGH PRESSURE LIQUID; CHEMISTRY PHAR-
MACEUTICAL; TECHNOLOGY, PHARMACEUTICAL.
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