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« INTRODUCCION «



"INTRODUCCION "

Actuaimente un importante nimero de pacientes hospitalarios reciben Infusiones
intravenosas. Al igual que en una terapia enteral, una terapia intravenosa también
requlere revisar que no se presenten incompatibilidades, ni reacclones secundarias.
Ademas, se requiere evitar que se presenten contaminaclones de tipo microblolégico,
cambios fislcoquimicos, contaminacién por particulas, etc. Esta es la razén por ia cual es
necesario el estudio y avance de diferentes técnicas que proporcionen una Informacion
adecuada que permita saber si la terapla medicamentosa puede ser Infundida o no al

paclente, ya que de esto depende su salud.

La establidad de fArmacos en preparaclones farmacéuticas es de gran Interés
para muchos profesionistas farmacéuticos. Los fabricantes farmacéuticos emplean
quimicos analistas, quienes elaboran estudios de estabilidad a gran escala en una gran
variedad de formas farmacéuticas para establecer las fechas de expiracién y satisfacer
los requerimientos regulatorios. Comtnmente, ios estudios de pequefia escala como los
publicados en el American Joumnal of Hospital Pharmacy (AJHP) son lievados a cabo por
farmacéuticos y cientificos, quienes desean dirigirse a la estabilidad especifica y a los
problemas de compatibliidad que se presentan enla préctica diaria.

Es Innegable que el desarroilo de la estabilldad de los medicamentos como una
especlaildad independiente dentro de las cienclas farmacéuticas ha aportado una sélida
base clentifica a la tecnologla y al control de la caildad de los mismos, pudiendo situarse
como una Hnea fronteriza entre estas dos Ultimas especlalidades, por tanto, su

importancla ha aumentado al punto de que actualmente se considera como requisito
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indispensable en la mayoria de los paises productores de farmacos para su registroy venta y

es tema obligado en las principales farmacopeas.

Con la aplicacion de los conceptos de la cinética quimica a los procesos de
descomposicién de los farmacos por Garret y Carper en la década de los afios 50, se enriquece
el caracter multidisciplinario de esta actividad, para establecer lo que se conoce aclualmente
como andlisis acelerado de la estabilidad, lo cual ofrecié la posibilidad de conocer de una
manera bastante precisa el tiempo de vida (il de una forma medicamentosa en un periodo de
tiempo razonablemente corto, asi como realizar ajustes tecnoldgicos de diferentes

composiciones a fin de encontrar la combinacion dptima mediante diferentes estudios.

El uso dela cinética como herramienta de trabajo es de gran valor en estos esludios, ya
que permite en innumerables oportunidades ahorrar tiempo dinero y esfuerzo al investigador
(32).

Muy frecuentemente los investigadores no examinan las formas farmacéuticas
comerciales. Los perfiles de estabilidad de los productos farmacéuticos comerciales bajo
diferentes condiciones estan bien documentados, asi como sus fechas de caducidad. Pero
muchos productos inyectables marcados como souciones o polvos liofilizados sélo tienen
incluido en su presentacidn su fecha de expiracién en ciertas condiciones y, cuando estas
condiciones cambian o bien se diluyen en otras soluciones pueden cambiar en el

comportamiento de su estabilidad (16).

Los medicamentos en solucldn son mas labiles que en su estado solido ya que su

estabilidad disminuye y por tanto su tso se ve alterado.



Son la inestabilidad e incompatibilidad los puntos de mayor atencion por el momento,

por tal razén procedemos a definirlos:

La inestabilidad se presenta cuando una (MIV) se modifica debido a sus condiciones
de almacenamiento (tiempo, luz, temperatura, sorcién ). Esto podria acarrear la formacién de
un producto inadecuado para st administracién. Se considera inestabilidad cuando ta mezcla
pierde mds del 10% de la polencia indicada en la etiqueta, desde el tiempo de preparacion al

tiempo de su completa administracion (32).

La incompatibilidad se presenta cuando un farmaco para uso intravenoso se adiciona a
otro o a una solucion para infusién intravenosa y se produce por medio de rutas fisicoquimicas

un producto inadecuado para su administracion.

Por lo anterior fos objetivos de ta presente tesis persiguen determinar la estabilidad y ta
presencia de Incompatibilidades en una mezcia intravenosa que consiste en un antibidtico:

cefazolina, méds un anticoagulante: heparina, en Solucion salina fisioldgica o Dextrosa al 5%.

Paralograr los objetivos el estudio se llevd a cabo mediante un ensayo de estabilidad
acelerada que fue seguido por dos métodos analiticos: Espectrofotometria Ultravioleta / Visible

y Cromatografia de Liquidos de alta resolucion.

Los procedimientos y resultados correspondientes se analizan en el contenido del

presente trabajo pare concluir si se alcanzan o no fos objetivos planteados.
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El presente trabajo surgi6, como una inquietud del equipo médico para obtener una

nueva alternativa profilaclica en la atencién de diferentes infecciones intrahospitalarias.

« OBJETIVOS «
1.-Determinar tismpos de estabilidad de la mezcla intravenosa de Cefazolina més heparina
en dos soluciones intravenosas diferentes S.S.F. y Dw 5% utilizando estudios de estabilidad
acelerada mediante algunos métodos analiticos: Espectrofotometrfa Ultravioleta / Visible y

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.

2.-Determinar la compatibilidad de la mezclaintravenosa entre los farmacos antes mencionados

en dos diferentes soluciones (SSF y Dw 5%).

« OBJETIVOS ESPECIFICOS «

1.- Determinar el tgq para la Cefazolina en presencia de heparina y diluida en S.S.F.

2.- Determinar el ty para la Cefazolina en presencia de heparina y diluida en Dw 5%



« GENERALIDADES «

Elauge terapéutico de la penicilina promovié la pesquisa mundial de hongos productores

de sustancias dotadas de propiedades farmacoldgicas similares (4).

La historia de las cefalosporinas se inicia en 1945, cuando G. Brotzu aisla del desagtie
de la ciudad de Cagliari en Cerdefia, un hongo Cephalosporium acremonium productor del
antibiético contra bacterias grampositivas y gramnegativas; posteriormente a la publicacion
€n una revista poco conocida, la cepa llego al laboratorio de Florey en Oxford y de su estudio
y andlisis ulteriores resultaron varios antibiéticos: la Cefalosporina N, synnematina B o penicilina
N, activa contra bacterias grampositivas y algunas gramnegativas, la cefalosporina P o acido

fusidico y la cefalosporina C.

El estudio intensivo de la Cefalosporina C revelé que se trataba de un compuesto
heterociclico formado por fusion de un anillo de dihidrotiazina con uno «-lactdmico y dos
cadenas laterales, una en C; como radical acetilo y la otra en C7 como grupo cidoaminodipico.
La estructura basica resulté muy semejante a la penicilina, solo que en lugar de 5 elementos
contenia 6 y fué un &cido 7- aminocefalosporanico en lugar del 6- aminopenicilanico, ambos

«-lactamicos razén por la cual se le ha agrupado genéricamente bajo el rubro de «-lactamas.

Al igual que las penicilinas, la manipulacién por semisintesis, ha producido numerosos
compuestos actuaimente en uso y a diferencia de las penicilinas, ninguna de las cefalosporinas

naturales ha tenido tanta difusion y utilidad como las penicilinas naturales.



La posibilidad de variar los grupos agregados en Cay C7 permite mayor versatilidad en
la manipulacion quimica en términos generales; las modificaciones en C; resultan en cambios
del espectro antimicrobiano, en tanto que las alteraciones C3 conducen a diferencias en la
estabilidad y farmacocinética.

Enrealidad no todos los autores coinciden en que la cefazolina es de primera, segunda
o tercera generacion, lo que si sabemos es que la cefazolina contiene en su estructura radicales

heterociclicos en C3 y C7 y que es un compuesto para aplicacion IM y en ocasiones V.

Su ventaja fundamental es que no es tan nefrotdxico como la cefaloridina y que es la
menos alergénica de las cefalosporinas (0.6% en 1°369 casos); en el manejo terapéutico de
endocarditis subaguda se han llegado a inyectar hasta 12g diario durante varias semanas sin

signos de hema, hepato o nefrotoxicidad (21).

Actividad Antibacteriana: La cefazolina sédica tiene un amplio espectro de accion
contra microorganismos grampositivos y gramnegativos. En particular su accién es potente
contra grampositivos tales como Estafilococo Estreptococo y Neumococo y gramnegativos

tales como E coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabillis. Su accion es bactericida.

Mecanismo de accién: La accion bactericida de cefazolina es debida a la inhibicién de
la sintesis de la pared celular. Esta exhibe fuerte afinidad por los enlaces de protelnas

penicilinicas,



« PROPIEDADES FISICOQUIMICAS «

COONa
o I =N
N:==N i B ’CHZS\ S !i"CH
! N == CH_CONH -~ )
/ 2
N e
H H
Cefazolina Sédica

[Fdrmula Molecular C14H43NgNa04S;
Peso Molecular : 476.50
Nombre Quimico  : Sodio7-[1-(1H)-tetrazolilacetamido)-3-[2-5-metil-1,3,4-

thiadiazolil)-thiometil]-3-cefem-4-carboxilato.

pKay = 2.54

pkag=1.0 Determinado Cinéticamente

pH de maxima estabilidad = 5.6
Punto de fusién =174°C
Rotacién Optica especifica = -16°
Absorbancia = 244nm

Valor de Rf =07

(19)

(6)



La cefazolina sodica puede ser un polvo cristalino o cristales de blanco a blanco
amarillentos, esinodoro. Este suele ser ligeramente amargo y salado al probarse. Es faciimente
soluble en agua, ligeramente soluble en metanol y practicamente insoluble en metanol acetona

y cloroformo (19).

« PRODUCCION DE CEFALOSPORINAS «

- La produccién de cefalosporinas es en muchas formas similar a la produccién de
penicilina. El alto rendimiento de cepas ha sido desarrollado y los medios y diseiio de
fermentacion han sido optimizados para su produccién . Esto tiene varias caracteristicas sin
embargo estas hacen que la produccién de cefalosporinas sea muy complicada ya que se
producen microorganismos que no tienen una aclitransferasa para intercambiar el ..-aminodipil
de la cadena lateral a una cadena lateral no polar como en la fermentacidn de penicilina .
Durante la acilacién no ha sido encontrado como remover el .-aminodipii de la cadena lateral

eficientemente usando métodos quimicos.

Morin (et al) proponen un proceso para tratamiento de Cefalosporina C con cloruro de
nitrosil en acido férmico dando un ion diazonio yluego una iminolactona la cual sufre hidrdlisis

faciimente.
Mas tarde se desarrolla un proceso en el cual la cadena lateral amida fue
convertida a un iminocloruro y luego a un iminoéter. Estos descubrimientos han permitido la

producciéon de numerosas cefalosporinas semisintéticas.

-9.
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- El grupo acetoxi de cefalosporinas C (R3) puede también ser reemplazado por varias
piridinas (Cefaloridina ) o enlaces sulfuro en compuestos heterociclicos (Cefazolina,

Cefamandot).

El 4cido 7-aminocefalosporinico (7-ACA) es obtenido quimicamente con una aita
eficiencia usando PClg, nitrosil, cloruro etc. para remover el cido D-a-aminodipidico de la
cadena lateral de la cefalosporina C. Lo cual también se puede lograr por medio de

Pseudomona putida (13).

Otros métodos consisten en 2 pasos enzimdticos. El grupo amino del dcido aminodipico

de la cadena lateral de la Cefalosporina es removida primero por &cido D-amino oxidasa de

Trigonopsis variabilis, Gliocladium deliquescens o de higado de puerco a glutanl-7-ACA-. La

’ red es en tumo diacetilada por selectas Pseudomonas, Conamonas y ofras bacterias a 7-ACA
(14).

La biocatdlisis inmovilizada es muy utilizada para realizar transformaciones quimicas
en las industrias quimica y farmacéutica.

Las cefalosporinas pueden ser sintetizadas a partir de penicilinas o producidas por
fermentacidn con Cephalosporium acremonium. El producto de fermentacion es la
cefalosporina C, la cual contiene el niicleo 7-dcido amlnbcefatosporlnioo (7-ACA) y la cadena
lateral a-acido aminodipico.
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A suvez las cefalosporinas pueden ser producidas quimicamente a partir de penicilinas
por axpansion del anillo 5-tiazolidina de las penicilinas al anillo 6-dihidrotiazina

de cefalosparina, conteniendo el nlcleo 7-aminodesacetoxi &cido cefalosporinica (7-ADCA).

Las amidasas de cefalosporinas de varios microorganismos son inmovilizados por varios
meétodos y los sistemas de inmovilizacidn por enzimas son usados para la produccién de

varios derivados de cefalosporinas.

Muchos estudios de declinacién enzimética de cefalosporinas han sido llevados a cabo
con compuestos que contienen nicleo 7-ADCA. Los substratos para la reaccion fueron
usuaimente 7-fenilacetamidodesacetoxi-acido cefafoqurlnico (fenllacetil-7-ADCA) y 7-
fenoxiacetamidodesacetoxi-acido cefalosorinico (fenoxiacetil-7-ADCA) facilmente obtenldos

por reaccién de expansién del anillo de Penicilina G y Penicilina V' (15).

El grupo acetato original puede ser removido de C3. Es de gran importancia que su
hidrélisis sea llevada a cabo especificamente y con gran eficiencia por esterasas de varios

microorganismos plantas y tejidos de mamifero por esta metodologla quimica.
De este modo cefalosporina acetil esterasa purificada de Bacillus subtibilis fué

inmovllizada y reusada 20 veces a cefalosporina diacetilada a diacetilcefalosporina (y acetato)

en grandes cantidades (14).

=11

A o



« METODOS DE DETECCION DE LA CEFAZOLINA «

* HPLC: Se utiliza principalmente para determinar el efecto de los surfactantes en la
estabilidad y solubilidad de la cefazolina. También puede ser estudiada lafarmacocinética de
la cefazolina, la cual determinaré las caracteristicas de la columna, fase mévil, velocidad de
flujo, etc.

* Adicién de NH4CI modificado: Se utiliza 4-cianopiridina y NH4Cl para obtener iones y

algunos fragmentos de iones de cefazolina en el andlisis espectrométrico de masas.

* Método de Hidroxilamina-Feg+ para un andlisis espectrofotométrico basado en la
formacién de dcido hidroxaminico.

* Método con H,S04: El antibiético es calentado con H,S04 diluido y se
libera 2-mercapto-§-metiltiadiazol que se identifica a 302 nm por espectrofotometria (1).
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ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS.



ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

Todos los &tomos y moléculas son capaces de absorber energla, de acuerdo con
clertas limitaclones las cuales dependen de la estructura de la sustancla. La energla se
puede proporclonar en forma de radiaclén electromagnética (luz). Eltipo y cantidad de
radiacion absorblda por una molécula guarda relacién con su esfructura; la cantidad de
radlacion absorblda esté sujeta asimismo al nmero de moléculas que interacclonan con
la radiacion.

La radiacién electromagnética, de la cual la luz visible constituye parte, es una
energla propagada en forma de onda. La longitud de onda es Ia distancla lineal desde
cualquler punto de la onda hasta el punto correspondiente de la onda adyacente,

C—dmuwa

Esquema de longitud de onda

Longitud de onda es la distancia, en la direcclén de propagacion, entre puntos
comrespondlentes de ondas adyacentes.

Toda fa radiacién electromagnética es, de modo fundamental, simiiar, con
independencia de su longitud de onda, pero se han asignado distintos nombres aia
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radiacion de diferentes margenes de frecuencia.

Los intervalos que fienen interés en espectroscopfa se definen de la sigulente

manera:
REGIONES INTERVALOS DE
LONGITUD DE ONDA

Ultravioleta lejano 100 - 200 nm.
Utltravioleta 200 - 400 nm,
Visible 400 - 750 nm.
Inframrojo Cercano 0.75 - 4 mcm.
infrarrolo 4 - 25 mcm.

Una gréfica de la extension de la absorclon de luz en funcién de Ia frecuencla ( o
longitud de onda ) de la luz es un espectro de absorclén. Las fransacclones permitidas
son diferentes para moléculas con distinta estructura, por kb que sus espectros de
absorcién serfan diferentes. Por consigulente, se utilizan los espectros para Identificar
compuestos. La cantidad de luz absorblda ( a una frecuencla dada ) estd relaclonada con
el nimero de moléculas que absorben ia radiacion, por lo que ios espectros de absorcion
también se emplean como un medio de andlisis cuantitativo.

La luz ultravioleta proporclona suficlente energla para las transiciones electrénicas.
Un espectro ultravioleta se conoce, pues, como espectro electrénico. El mas bajo estado
de energfa de una moiécula es el estado fundamental. Las transiciones electrénicas
elevan ja energla molecular desde la corraspondiente ai estado fundamental hasta uno de
los varios estados electrénicos "excitados". Cada transicion electrénica va asoclada con

-15-
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muchas transiciones de vibracién, por lo que el espectro electrénico esta formado por
bandas de absorcién relativamente anchas, o envoliuras, que enmascaran la fina
estructura de fas transiclones individuales.

Una molécula que ha alcanzado un nivel de energfa superior por haber absorbido
radiaclén vuelve rdpidamente al estado fundamental. En este proceso se ha de perder
energla. El camino usual es mediante colisiones que transforman la energfa intema en
energla térmica, la cual se disipa. La molécula excitada puede experimentar
fragmentacién ( disoclaclén en orbitales no cargados ) o lonlzacién ( pérdida de un
electrén ), o pardcipar en una reacclén qufmica (en este caso Serfa una reaccidn

fotoqufmica ).

Aplicaclones cuantitativas de los espectros de absorcién.

LEY DE BEER.

El andlisls espectroscdpico cuantitativo se basa en Ia relacién entre la cantidad de
luz absorblda y la canfidad de sustancla absorbente. Esta relacién, susceptible de
demosirarse tedricamente, se observa de manera experimental en la mayorfa de las
situaciones analfticas practicas. Considérese una solucién diiulda de una sustancia capaz
de absorber luz de longitud de onda selecclonada para el experimento, sin que el
disolvente absorba luz (transparente) de esta longttud de onda. Se observa que s se
hace pasar luz monocromdtica a fravés de una capa de solucién de espesor db el
descenso en Intensidad de la iuz, &7, como consecuencla de su paso a través de la
solucién, es directamente proporclonal a la intensidad 7 de la radiacién a la concentracién
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¢ de 'as especies absorbentes y al espesor, (b » de la capa de solucién:

—dl = Kledb

Se reordena e integra esta ecuacién entre los limites Jp ( laintensidad de la luz incidente ) e j, la

intensidad de la luz despuds de pasar a través del espesor 4, de la solucién,
! dl b
- f Sk f Cdb
Io I °
I .
~In—= Kbc
Io
I =Joe™
Pasando a logaritmos decimales:;

I=I0107"% o, (1)

donde ,=K/2.303

Las siguientes son formas equivalentes de (a ecuacion (1)

7.



Las ecuaciones 1-3 son representaciones de laley de Beer, que es larelacion a que se
hacia referencia anteriormente. Las cantidades espectroscdpicas que se miden son la

transmitancia, 7', donde T'=//1o , y la absorbancia, .4, donde .4 =log (1/T).

Laley de Beer se expresamas frecuentemente por la ecuacion 3, que establece quela
absorbancia, A, de una solucion es directamente proporcional ala concentracién, ¢, del soluto
absorbente (A menudo se asocian los nombres de Bouger y Lambert con la dependencia de
la absorbancia sobre el paso de luz, b, através de la solucidn, y entonces a la ecuacién 3 se
le lama la ecuacion de Beer-Lambert).

La absortividad « es una constante de proporcionalidad que es independiente de la
concentracion, paso de la luz e intensidad de la radiacion incidente. La absortividad depende
de la temperatura, disolvente, estructura molecular y longitud de onda de la radiacién. Las
unidades de a se determinan a partir de las de b y ¢. Cuando b esta en centimetros y ¢ en
gramos por litro la absortividad se expresa en litros por gramo-centimetro.

Si ¢ es una concentracién molar la absortividad recibe el nombre de absortividad molar,
se representa por v, y sus unidades son litros por mol-centimetro. Cuando ¢ se expresa en
porcentaje peso/ volumen (g /100 ml. ), la absortividad se escribe A También se interpreta
la absortividad como la absorbancia (de una sustanciadada a una longitud de onda determinada
) de una solucién de concentracién unidad.

Se determina un espectro de absorcién midiendo la absorbancia o transmitancia de
una solucién como funcion de la longitud de onda o frecuencia de la luz. Un espectro ultravioleta

se presentan como trazados de la absorbancia (eje de ordenadas) respecto a la longitud de
onda (8).
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CROMATOGRAFIA
ANTECEDENTES HISTORICOS

La cromatografia como su nombre lo indica fue empleada originalmente con sustancias
coloreadas(Literaimente la palabra significa «escritura en color»).

La cromatografia de liquidos data cerca de 75 afios de desarrollo como técnica de
separacién y con el advenimiento de lainstrumentacion moderna ia Cromatografia de Liquidos

(CL) brinda cuantificacion y reproducibilidad de manera réapida y simple (12).

En 1850, Runge describi6 la formacién de zonas coloreadas cuando se goteaban
sustancias colorantes sobre papel secante, pero el desarrollo més importante vino en 1903
con los experimentos del ruso botanico Michael Tswelt, quien utilizé cromatografia de columna
para separar los pigmentos de ciertas plantas como carotina que da el color amarillo-anaranjado
de la zanahoria. También de xantofilaque da el color amarilio de ciertas células vegetales.

Estos pigmentos fueron extraidos con petréleo usando una fase estacionaria de carbonato

de caiclo.

No fue hasta el afio de 1941 cuando Martin y Synge se encontraban experimentando
concromatografia de particién y descubrieron unatécnica mediante fa cual se pudieran separar
compuestos acuosos o hidrofilicos.

Esto marcé un nuevo interés enfa técnica y en 1944 Consden, Gordony Martin lograron
separar mezclas complejas de aminoacidos en papel siendo otorgado el premio novel por sus
trabajos. Al poco tiempo, en 1947 en EUA, fa Comision de Energia Atomica dio a conocer
informacién sobre el uso de la cromatografia de intercambio idnico para la separacion de

productos de fisién nuclear (12, 24 y 28).
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En el afio 1959, Porath y Flodin introdujeron una nueva técnica llamada cromatografia de
filtracidn de gel. En 1967, el Comatografo de liquidos LSC-1000 se introdujo en el mercado.

Durante la explosion tecnoldgica acontecida en las Ultimas décadas de este siglo, el
hombre ha tenido necesidad de ir incorporando nuevos desarrollos a los sistemas que
conforman la gran variedad de instrumental de analisis, que son utilizados en varios campos
de aplicacion (12,24 y 28).

CROMATOGRAFIA
(TSEWTT)
Andlisis de aminoacidos <}'_'T--[> Crg?:atzgr:ga:oins%?gel
1951
951 (Steln y Moore) (Kirchaer)
Cromatografia de gases Cromatografia en capa
Década de los 40's fina
(Martin y Syngel) (Stahl)
Comatografia liquida
1951
(Martin y James)
Cromatografia liquida

de alta resolucion
1968 (Kirkland)
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PRINCIPIOS GENERALES,

Una mezcla de sustancias que van a ser separadas se aplican en solucidn a un
medio de sostén. Este puede ser papel, una capa de sflice 0 una columna rellena con
resina adsorbente o de Intercamblo i6nico. Se deja comer por el medio de sostén un
solvente reveiador y dicho solvente lava junto con él la mezcla de las sustancias aplicadas
previamente. En el proceso las diferentes moléculas de la mezcla son arrastradas por el

lavado a distintas velocldades, resultando 1a separaclén (16, 28 y 29).

El grado de separacibn depende de cuatro fuerzas que operan

independientemente una de la ofra. Estas son:

1.~ L.a velocldad de flujo del solvente.

2.-La solubllidad de las sustancias en el solvente,
3.- L.os efactos de fraccionamiento,

4.- Los efectos de adsorcion.

Los dos primeros factores son responsables de la moviizacién de la mezcla de
sustancias a través del medio de sostén, y los dos Ultimos factores son responsables del
retardo del movimiento de la mezcla a través del medio de sostén,

El flujo del solvente es el mismo para todas las sustancias presentes en la mezcla.
Si todas fueran completamente solubles, no habria separacién.. No obstante; por fortuna
es muy raro que las sustanclas tengan la misma solubilidad en cualquier solvente.
.Consecuentemente si la sustancla es muy soluble, tendera a movilizarse a travds del
medio de sostén y aparecerd en ei frente del solvente en movimiento. Por ofra parte si
-22-



es relativamente Insoluble, tenderd a permanecer en st punto de arigen.

Por lo tanto quienes determinan la separacién cromatografica son la combinacién
de la solubliidad y del fiujo del soivente.

Como se menclond antes, la mayor(a de las sustancias tendran distinta solubiildad
en diferentes solventes. Si una sustancia se pone en contacto con dos solventes que no
se mezclan entre sf, se distribulrd entre los dos solventes en relaclén a su solubliidad, Se
llama efecto de fragmentacién a la distibuclén de un soluto entre dos o més solventes
que no se mezclan,

La adsorcién se lleva a cabo cuando hay una concentracién més aita en la
superficle de un sélido que en la soluclén circundante. Es totalmente un fendmeno de
superficle y no debe confundirse con la absorcién que es la enfrada de una sustancia en
el cuerpo de fa otra. La adsorci6n se refiere al enlace de una sustancia a la superficie de
olra (12y 24),

Todos los métodos cromatograficos van dirgidos fundamentalmente a la
soparacion de dos o mas sustancias.  Esto resufta evidente en la cromatografia
preparativa, pero también se aplica a la cromatografia anaiitica. La pureza de lo que se
cree un solo compuesto puro se demuestra Unicamente si se comprueba la ausencia de
jas posibles impurezas. Para elio, los patrones de !mpurezas de referencia deben
desplazarse hacla posiciones distintas de la de la muestra pura,

Las separaclones cromatograficas se consiguen medlante la distribucién de los
componentes de una mezcla entre una fase fija y otra que se desplaza, lamadas
respectivamente fase estacionaria y fase mévil. La separacién entre dos sustancias
empieza cuando una es retenida mds fuertemente por ja fase estaclonaria que la otra,
que tiende a desplazarse mas rapidamente en la fase mévil (11).
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CONCEPTO DE CROMATOGRAFIA.

Cromatografia es un término general aplicado a una amplia gama de técnicas de
separacién que esencialmente se basa en la distribucién de los componentes a separar entre
dos fases; una de ellas es una fase movil, la cual puede ser un gas o un liquido, y fa otra es

una fase estacionaria, la cual a su vez puede ser un liquido o un sélido (28 y 29).

Tambien se puede definir como la técnica de separacion de una mezcla de solutos
basandose esta separacién en la diferente velocidad con que se mueve cada uno de los solutos

através de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento (2).

En la cromatografia de liquidos la fase movil es un liquido que fluye a través de un
lecho de particulas sélidas, o bien, la fase estacionaria est empacada en una columna (29 y
31).

El proceso cromatogréfico tiene lugar como resultado de repetidas adsorciones o repartos
durante el movimiento de los componentes de Ia muestra,

En otras palabras, una vez selecclonada la fase movil y la fase estacionaria que se va
usar, se introduce la muestra en el sistema cromatogréfico. El comportamientoy caracteristicas

de la mezcla dictaran si se mueve ono.

Esta diferencia en movimlento que ofrece la mezcla es la migracion o en realidad la
base para toda separacidn cromatografica (28 y 29).
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

La cromatografia liquida de alta resolucion es una de las ramas mas nuevas de la
quimica analitica cuyo crecimiento ha sido muy rapido y su potencial es enorme. Con el paso
de los afios se han presentado modificaciones o cambios en los componentes que integran un

sistema de HPLC.

Por otro lado, el mayor potencial de la cromatografia liquida en comparacién con la
cromatografia de gases se debe a dos factores primordiaimente: 1.- Las moléculas pueden
disolverse, adiferencia de las que pueden ser volatilizadas y aiin retener su estructura molecular
original. 2.- La cromatografia liquida es una técnica mas suave que la cromatografia de gases
y menos factible de dafiar las moléculas delicadas.

Los componentes fisicos de un sistema de HPLC estan disponibles en diferentes

presentaciones y configuraciones (29 y 31).

La cromatografia liquida de alta resoluciénha permitido realizar estudios mas detallados
y profundos de sistemas cinéticos complejos, asi como la obtencién de productos de
degradacién para proceder a su identificacion y elucidacion estructural por alto poder de

separacion y sensibilidad.
Es posible con estos métodos medirrépldamente‘cantidades minimas de productos de

degradacién, lo que permite conocer las constantes de cada via cinética, en particular,

obteniéndose informacién mas detallada (31).
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EQUIPO E INSTRUMENTACION.

Los principales componentes de un sistema HPLC se ilustran en la siguiente figura,
estos componentes son: la columna, el detector, elinyector, el sistema de bombeo, fase mévil

y registrador.

C[J:ﬁ: Columna

-
Registrador Detector
Uv/IVvIS
\
Reservorio
de
Fase Movil
Colector
de
Desecho.

Esquema del Equipo Utilizado.

a) Columna: La columna es el corazén de un cromatdgrafo de liquidos. Enella se
lleva acabo el proceso fundamental de la cromatografia, es decirla separacién de cada uno de
los componentes de una muestra por la accién de la fase mdvil,
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La funcion de fa columna es contener la fase estacionaria en tanto que la fase mavil

fluye a través de la columna (22 y 34).

b) Detectores: La funcién de un detector HPLC es la de monitorear fa composicion del
liquido que eluye de una columna de cromatografia y por lo tanto hacer posible hacer un
registro de como la composicion varia con el tiempo (30).

Los detectores pueden ser clasificados en forma general en dos tipos: los detectores
de propiedades generales, los cuales funcionan midiendo alguna propiedad fisica general del
eluente de la columna, por ejemplo la constante dieléctrica o el indice de refraccion. Estos
detectores responden a una amplia gama de sustancias casi con la misma sensibilidad, por lo
que son conocidos como detectores universales o no especificos.

El segundo tipo de detectores son aquellos que son selectivos en su respuesta. Estos
son detectores de propiedades de! soiuto y funcionan midiendo una propiedad fisicao quimica
del mismo soluto, como la absorcion ultravioleta.

La siguiente es una lista de algunos de los detectores mas utilizados en cromatografia

liquida:

1.- Detector espectrofotométrico (UV/ VIS. ).
2.- Detector de indice de refraccion.

3.- Detector de fluorescencia.

4 - Detector electroquimico.

5.- Detector infrarrojo.

6.- Detector de conductividad.

7.- Detector de radioactividad.

8.- Detector de espectrometria de masas. (35).
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La variedad de los detectores empleados no solamente permite abarcar la mayorla
de los componentes organicos que cominmente se emplean en 1a practica farmacéutica,
sine que, con esta diversidad, se amplfa aln mas la selectividad del método, ya qus,
ademads del poder de separacidn obtenido con la columna cromatografica, es posible
eliminar satisfactoriamente 1as Interferencias restantes medlante el empleo de detectores
adecuados o con el uso de longiiudes de onda apropladas como en el caso de la
detecclon uifravioleta o visible (32).

Por tal razén este tipo de detector es de fos mas usados en HPLC por responder a
aquelias sustanclas que absorben uz visibie o ultravioleta.

A la sailda de la columna e! haz de luz es enfocado a través de la celda de fiujo
hacla el sistemas de deteccién. Cuando fos solutos que absorben luz se encuentran en la
fase movil, 1a intensidad de la luz que llega a la fotocelda se reduce produciendo un
camblo en la sefial eléctrica, 1a cual puede ser ampilificada e Infroducida a un registro o
sistema de datos (38).

c) Inyector:  Toda separacién depende en que la muestra llegue a la columna.
Esto requiere de un Inyector que es colocado entre ia bomba de alta presiény ia columna.

El inyector rdpidamente Introduce la muestra ai sistema sin afectar ef flujo de fase
moévil,  Los inyectores HPLC utilizan "oop” varlable, "oop™ fjo e Inyectores tipo jeringa

(este Utimo el que se utilizd en el presente trabajo), activados todos ellos de forma
manual, neumdtica o eléctrica (10).

d) Slstema de bombeo: Los sistemas de bombeo pueden ser muy variados, pero
cualquiera que sea su tipo todos tienen por funcién tomar {a fase mévil de ios reservorios

por medio de unas conexones que en af extremo flevan unos fitros, para evitar que pasen
-28 -
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particulas de tamafios mayores que pueden obstruir alguna parte del sistema; y transportarla
alinyector donde se encontrara con la muestray seran transportadas ala columna, al detector

y finalmente al colector de desechos.

El objetivo principal de cualquier bomba destinada a usarse en HPLC consiste en
entregar a la columna un flujo de fase mévil constante, confiable y precisa a varias presiones

(3,17 y 27).

e) Fase movil: La funcién de la fase mdvil es la de fluir por el sistema permitiendo la
elucion de la muestra. La constituyen los solventes que ayudan a la separacion en base a la

afinidad que presente nuestra muestra por la fase mévil o por la fase estacionaria.

La fase mdvil presenta uno de los mayores puntos de interés en el analisis
cromatografico. Para cada tipo de problema y para cada tipo de cromatografia, es necesario
seleccionar cuidadosamente el solvente que hade usarse entre una amplia gama de solventes
(24).

Los solventes deben ser libres de impurezas que absorban en el UV, ya que estas
impurezas pueden producir, lineas base muy inestables, un alto grado de absorbancia y lo
que es todavia peor, pueden producir picos falsos en el cromatograma. Por esta razén es
importante correr unblanco, para asegurarnos que los picos en el cromatograma no son debido

alos solventes (28y 29).
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e) Registrador: Toda separacion de los componentes de la muestra inyectada en el
cromatdgrafo es registrado. Por lo tanto el registrador como parte del HPLC se encarga
de traducir la respuesta (separacion de la muestra inyectada) del detector imprimiendola en
forma de cromatograma,

f) Cromatograma es la representacion grafica del trazo de la separacidn cromatografica
{en e gje de las X) contra el tiempo de retencién de la muestra (en el eje de las Y) formando
picos (29). El numero de picos formados correspondera al nimero de sustancias presentes
en la muestra inyectada en el HPLC; es decir, aquellos picos corresponden a la muestra del
farmaco estandar en solucion a sus productos de degradacion y a sus excipientes (16).

Ejemplo de un Cromatograma :

r4 |
e i
s !
p ( S .4.> 1
0 tr (y) i
. .
S
: b4
L | :
d [ e (x) ™
e ‘ pico
: y
D
e
Vit
8 «—p X
¢ : .
t 7\ ‘ | | | b\ Linea base
‘r’ “Wx ™ =Wy A
et o et .._..,._-’
Tiempo > i

Este cromatograma muestra la separacidn hlpdtética de los compuestos X, Yy Z.
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Los tiempos de retenci6n (fr) y la anchura de los picos (w). El pico Z es usado para medir
la asimetria.

Cada compuesto tendrd un tiempo de retencién (tr) caracteristico, el cual
representara el tiempo desde la Inyeccién de la muestra en el sistema cromatogréafico
hasta la detecclén de cada uno de sus componentes.

La escala de iempo ( ele de las X ) es expandido intenclonalmente para los
propdsitos de flustraclon. La altura de los picos est Incrementada en comparaclén a tg =
tismpo requerido para que un compuesto no retenido por la columna pase a fravés de

esta y sea detectado. Las unidades para expresar ia respuesta del detector dependera
del tipo de detector utilizado.

El pico pequefio representado como ty representa el iempo requerido para que
eluya el disolvente utilizado para la muestra, es decir a fase movil (16).
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DETERMINACION EN
ESPECTROFOTOMETRIA UV / VISIBLE



DETERMINACION EN ESPECTROFOTOMETRIA UV / VISIBLE
REACTIVOS Y APARATOS

Reactivos:
Solucién Buffer para amortiguar pH de méaxima estabilidad
Buffer de Acido acéfico / acetatos 0.2M pH =566 (18).
Aparatos: -
Espectrofotémetro Beckman DU-85 Spectrophotometer

pHmetro Modelo: # 7 Corming.
CONDICIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Para establecer la longitud de onda ( A ) apropiada para leer los sistemas a

estudiar, fué necesario realizar varios barridos con los diferentes tipos de soluciones:

1) Cefazolina en Sol. Estéril

2) Cefazolina en S.S.F.

3) Cefazolina en Ow. 5%

4) Cefazolina + Heparina en S.S.F.

5) Cefazolina + Heparina en Dw. 5%

6) Cefazolina + Buffer en S.S.F.

7) Cefazolna + Buffer en Dw. §%

8) Cefazolina + Heparina + Buffer en S.S.F.

9) Cefazolina + Heparina + Buffer en Dw. 5%
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Después de realizados {os barridos, se determiné que la longitud de onda maxima
para cada sistema fué A = 271 nm. por tal razén todos los siatemas, tanto de {as curvas
de callbraclén como las muestras problema fueron lefdas a dicha longifud de onda en el
intervaio UV / Visible.

PREPARACION DEL ESTANDARY CURVAS DE CALIBRACION

Preparacién del esténdar:

Se pesan aproximadamente 20 mg. de Cefazolina estdndar y se aforan con
solucidn estérl a 10 ml. (Sol A).

De esta solucién se toman diferentes voldmenas y se aforan a 10 mi. con
diferentes soluclones segin sea €l caso, para la preparacidn de los sistemas que
conforman las curvas de callbracién. E! procedimlento se detalia en el sigulente cuadro.

Volumen de (SotA) | Volumen de aforo necesarlo | Concentracidn final de
Cefazolina estandar | para completarios 10ml, (*)| Cefazolina estdndar en
20 mg./ml. cada sistema. (mg./mi. )
0.02ml. 9.08 ml, 0.004
0.04 mi. 9.08 mi, 0.008
0.06 ml. 9.04 ml. 0.012
0.08 mi, 9.02 ml, 0.016
0.10ml, 9.90 ml. 0.020
0.12 ml. 9.88 mi. 0.024
0.14 ml. 9.88 mi. 0.028
0.16 ml. .84 ml. 0.032




( *) Las soluclones para el aforo son Solucldn Estérl, Solucidn Salina Fisloldgica y
Dextrosa al 5% conformando asf (as {res primeras curvas de callbracién. Curvas #1,2y
3.

Para los sistemas que Inclufan Heparina se prepar6 una soluclén madre de
Heparina tomando del frasco &mpula 0.1 mi. equivalentes a 500 U.l. que se llevaron a
100 ml. con soluclén estérll, quedando § U.l. / ml. de aqul se tomaron 4 m!. y se llevaron a
100 ml para obtener 0.2 U.l./ml. (Sol B).

De esta soluclén se tomaron diferentes voldmenes para cada sistema de la curva

segun correspondfa, el cuadro sigulente muestra los volimenes y concentraclones en

cada caso.
Volumen de Volumen de | Volumen necesario { Concentracion final de
(SolA) (SolB) |paraaforara 10 ml. | cefazolina y Hepatina en
Cefazolina estdndar | Heparina (**) mg./mly Ul /ml.
respectivamente
0.02 mi, 0.02 mi. 9.78 ml, 0.004
0.04 ml. 0.04 ml. 8.58 mi. 0.008
0.06 m., 0.06 ml. 9.34 mi. 0.012
0.08 mi. 0.08 mi. 9.12 ml. 0.016
0.10 mi. 0.10ml. 8.90 ml. 0.020
0.12 ml. 0.12 mi. 8.68 mi. 0.024
0.14 mi. 0.4 ml. 8.46 ml. 0.028
0.16 mi. 0.16 ml. 8.24 ml. 0.032

( **) Las soliciones para ef aforo son Solucién Salina Fislologica y Dextrosa al 5%
conformando asf dos curvas mds de calibracién Curvas #4 y §.
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Para los sistemas que requerfan de solucién amortiguadora, se hicleron primero
algunas pruebos para averiguar el volumen necesario del buffer en cada caso y se
determiné que para los sistemas que se aforaron con S.S.F. el volumen de sol Buffer
seria de 6.4 ml. y para los sistemas aforados con Dw. 5% se adiclonarfa un volumen de §

ml. de sol Buffer. Dicha solucién Buffer se preparé de la sigulente manera:

Para 100 mi. de sol amortiguadora se pesaron 2.6373 g. de acetato de sodio R.A,
los cuales se disolvieran en un poco de agua; posteriormente, se midleran 0.12 ml. de
Acldo acético glacial y se adiclonaron a ja solucién. Se ajusté ¢l pi4 a 5.6 y por ultimo se

aford a 100 ml. con agua destilada (Sal. C).

Volumen de Volumen de (Sol C) | Volumen necesario | Concentracion final
(SolA) Buffer de S.5.F. para de cefazolina en
Cefazolina estdndar{ Acético / Acetatos aforar a 10 ml. mg. /mi
0.02 mi. 6.4 ml. 3.58 ml. 0.004
0.04 ml. 6.4 mi. 3.56 ml. 0.008
0.06 ml. 6.4 ml. 3.54 mi. 0.012
0.08 ml. 6.4 ml. 3.52 mi. 0.016
0.10 ml. 6.4 mi. 3.50 mi. 0.020
0.12 ml, 6.4 mi. 348 ml, 0.024
0.14 ml. 84 ml. 3.46 mi. 0.028
0.18 ml. 6.4 ml. 3.44 ml. 0.032
Cuva#é



pad

Volumen de

Volumen de (Sol C)

Volumen necesario

Concentracién final

(SolA) Buffer de Dw, 5% para de cefazolina en
Cefazolina estandar | Acético / Acetatos aforara 10 ml. mg./mi
0.02 ml. 5.0 ml. 4.98 ml. 0.004
0.04 ml. 5.0 ml, 4.96 ml. 0.008
0.08 ml. 5.0 ml. 4.94 ml, 0.012
0.08 ml. 5.0 mi. 4.92 ml, 0.016
0.10 ml. 5.0 ml. 4.90 mi. 0.020
0.12 ml. 5.0 m, 4,88 mi. 0.024
0.14 ml. 5.0 ml. 4,86 ml. 0.028
0.16 mi. 5.0 mi. 4.84 ml. 0.032
Cuva#7
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En las Gfimas curvas de callbraclon se Incluyeron las soluclones A, By C

afordndolas con 8.S.F. y Dw. 5% como se Indica a continuaclén:

Vol.de (SolA)| Voal. de Vol. de Vol. necesario de | Concentracién
Cefazolina (SalB) (SaC) S.S.F. para final de
estandar Heparina Buffer aforara 10 ml. | cefazolina en
Acético / Acetatos mg./mi
0.02 mi, 0.02 mi. 6.4 ml. 3.56 ml. 0.004
0.04 mi, 0.04 mi. 6.4 mi. 3.62ml, 0.008
0.08 ml. 0.08 m!. 6.4 mi. 3.48 mi. 0.012
0,08 mi. 0.08 ml. 6.4 mi. 344 mi. 0.016
0.10 mi. 0.10 mi. 8.4 ml. 3.4 mi 0.020
0.12mi. 0.12ml, 6.4 ml. 3,36 m. 0.024
0.14 ml. 0.14ml 6.4 ml, 3.32 mi. 0.028
0.16 mh. 0.16 ml. 6.4 ml 3,28 ml, 0.032
Cuva#8
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Vol.de(SolA)! Vol. de Vol. de Vol. necesario | Concentracion
Cefazolina (SolB) (SolC) de Dw. para final de
estandar Heparina Buffer aforar a 10 ml. | cefazolina en
Acético / Acetatos mg./mi
0.02 ml. 0.02 mi. 5.0 mi. 4.96 ml. 0.004
0.04 mi. 0.04 ml. 5.0 ml, 4.92 ml. 0.008
0.06 ml. 0.06 mi. 5.0 ml. 4.88 ml. 0.012
0.08 ml. 0.08 ml. 5.0 ml. 4.84 ml. 0.016
0.10 ml. 0.10 mi. 5.0 ml. 4.80 ml. 0.020
0.12 ml. 0.12 ml. 5.9 ml. 4.76 ml. 0.024
0.14 ml. 0.14 mi. 5.0 ml. 4.72 mil. 0.028
0.16 ml. 0.16 mi. 5.0 ml. 4,68 ml. 0.032
Cuva#9

Con la finalidad de conocer cuando perdia inealidad el sistema, se realizaron otras

diluciones que ampiiaron los puntos que se tenian contemplados iniclaimente.

Para cada una de las curvas de calibracién se prepard un sistema especial lamado
blanco reactivo cuya finalidad fue calibrar el espectrofotémetro antes de leer los sistemas
comespondienies a cada curva. Dado que para cada curva se preparé un blanco

PREPARACION DE LOS BLANCOS REACTIVOS.

diferente enseguida se muestran los componentes de cada uno:

-39 -

=



No de blanco | Vol. de Sol | Vol. de Sol | Vol. de Sol | Vol. de { Vol.de | Vol. de
correspondiente A) (8) €) Sol S.SF. Dw.
a su curva ml. ml, mi. Estéril mh, mi.
mi,
1 0 Q 0 10 0 0
2 0 0 0 0 10 0
3 0 0 0 0 0 10
4 0 0.16 0 0 9.84 0
5 0 0.16 0 a 0 9.84
6 0 0 64 0 36 0
7 0 0 5.0 0 0 5
) 0 0.16 6.4 0 3.44 0
9 0 0.16 5.0 0 0 484




‘CURYAS DECALIBRACION®
CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg./ml]
0.0021 0.0880
0.0042 0.1555
0.0063 0.2185
0.0084 0.2565
0.0105 0.3140
0.0126 0.3600
0.0147 0.4085
0.0168 0.4345
0.0189 0.5215
0.0210 0.5735
0.0231 0.6030
0.0252 0.6305
0.0273 0.6975
0.0294 0.7375
00315 0.7890
0.0336 0.8338
0.0357 0.8715
0.0378 0.9445
0.0398 0.9730
a 'T
b 09 1 . P
g081 . .
o871 ¢
f08 4 o ¢
b o8 4 o
ag4 ¢ ¢
Moy o’
j €02 o
) o1l o ¢
a
0 4 + + + + + +
] 0,008 2.0t 0.016 0.02 002 00 0.0%
concentracionfmg/mi )
i Resultados de la regresién lineal :
5 b =0.06445
; m=23.0522
¢ =0.9988
12=0.9977
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

0.04

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg./mi.}
0.00400 0.1527
0.00600 0.1960
0.00800 0.2493
0.01000 0.3083
0.01200 0.3613
0.01400 0.4187
0.01600 0.4643
0.01800 0.5227
0.02000 0.6180
0.02200 0.6727
0.02400 0.7063
0.02600 0.7627
0.02800 0.8057
0.03000 0.8733
0.03200 0.9010
0.03400 0.9480
0.03600 0.9730
1 "

;o,a 4 ¢ * ¢

$08 % . *

007 ¢ . ]

0.8 .

bos ] . ¢

n 0.4 * *

¢ 03 4 )

joz ° 'Y ¢

a 0.1 1

% 9 ! + + } + } § —

0 0006 0.01 0.016 0.02 0,026 0.03 0.036
concentracion mgmi

Resuitados de fa regresion lineal :

b = 0.04507
m = 26.9610
r = 09975
r2= 09951
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CEFAZOLINA EN SOLUCION DE DEXTROSA AL 5 %

CONCENTRACION ABSORBANCIA
{mg./ml.]
0.00428 0.1530
0.00642 0,2227
0.00856 0.2537
0.01070 0.3080
0.01284 0.3660
0.01488 0.4280
0.01712 0.4693
0.01926 0.5216
0.02140 0.5763
0.02354 0.6576
0.02668 0.7273
0.02782 0.7477
0.02996 0.8320
0.03210 0.8593
0.03424 0.9307
0.03638 0.8743
121
a
b 14
s
008 | ¢ ¢
r ¢
bos * ¢
a ¢ ¢
no4 * L4
¢ . ¢
oz . ¢
a
0 + + f + } +
0 0,008 0.0t 0.016 0.02 0.026 0.03
concentracion fmg /mi }

Resultados de la regresion lineal
b =-0.03767
m = 26,8996
r=0,9988
12=09977
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CEFAZOLINA + BUFFER EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg./ml]
0.00420 0.1807
000630 0.2420
0.00840 0.2797
0.01050 0.3247
0.01260 0.3677
0.01470 0.4537
0.01680 0.5083
0.01850 . 0.5540
0.02100 0.5990
0.02310 0.6557
0.02420 0.7240
0.02730 0.7567
0.02840 0.8247
0.03150 0.8657
0.03360 0.89%0
0.03570 0.9590
1
;“ o ¢ *
so,l .
al? R ¢
106 *
bos o ¢
104
ho‘a Py ® ¢
g2 ¢
o . e
0 0,005 0.04 0.018 0.02 0.025 0.03 0.035

cancentracién [ mg iml |

Resultados de la regresién lineal :
b=0.07511
m=25.0309
r=0.9988
| 2=0.9977
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i .
LA

CEFAZOLINA + BUFFER EN SOLUCION DE DEXTROSA AL §%

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg./ml]
0.00414 0.1480
0.00621 0.2013
0.00828 0.2427
0.01035 0.2829
0.01242 0.3463
0.01449 0.3923
0.01845 0.4633
0.02050 0.5207
0.02255 0.5793
0.02460 0.6263
0.02691 0.7083
0.02898 0.7490
0.03105 0.8087
0.03312 0.8467
0.03519 0.8997
0.03726 0.9453
1 4
o ‘
2 0.7 4 L) ¢
¢ 05 4 o ®
] *
. :
4 1 ¢
" 0.3 A Py ¢
[ 021 ¢« *
2 017
0 + t + t + + t {
0 0.006 0.0 0016 0.02 0.028 0.03 0.035 0.04
“concentracion [mg/mi )
Resultados de la regresién lineal :
b =0.03807
m = 24,3608
r =0.9991
12=0,9983
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg. /mi, ]

0.00418 0.1280
0.00627 0.1917
0.00836 0.2383
0.01045 0.3027
0.01254 0.3373
0.01463 0.4160
0.01881 0.5023
0.02090 0.5937
0.02299 0.6547
0.02508 0.6970
0.03135 0.8193
0.03344 0.8640
0.03553 0.9220
0.03762 0.9643
0.03971 1.0263
0.04180 1.0967
0.04389 1.1310
0.04598 1.1925

a 12 o R 'Y

b 1 4 ¢

s ¢ *

‘: 08 o«

b +

0.6 1 'y

: N

TR e

: o

'S
202 . .
8 9 ' " ' ' ' ' ; " : |
0 0006 001 006 002 0026 003 0035 004  0.045

Resultados de la regresion lineal :

concentracion mghnl

b=0.03983

m=25.0521
r=0.9988
r2=0.9976
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN SOLUCION DE DEXTROSA AL § %

0.035

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg.iml.]
0.00418 0.1893
0.00627 0.2340
0.00836 0.2943
0.01045 0.3256
0.01254 0.3923
0.01463 0.4503
0.01672 0.5090
0.01881 0.6576
0.02080 0.6200
0.02508 Q0.7413
0.02717 0.8116
0.02926 0.8437
0.03135 0.8983
0.03344 0.9307
tr

a%s +

bos ¢ ¢ ¢

:0.7 + ¢

¥ 0.6 4 . L}

bos& + .

944 'y ¢

n

<t . ¢ ¢

o2y ¢

a0t ¢+

o + + t + } } }
0 0.006 Q.01 0.016 0.02 0026 0.0
concentracion [ mg /mi )
Resuitados de la regresidn lineal :
b =0.06753
m = 2604427
r =0.9989
r2=0.9978
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CEFAZOLINA + HEPARINA + BUFFER EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

004

CONCENTRACION ABSORBANCIA
{mg./ml]
0.00418 0.1150
0.00627 0.1637
0.00836 0.2373
0.01045 0.2697
0.01254 0.3247
0.01463 0.3877
0.01672 0.4387
0.01881 0.5033
0.02090 0.5600
0.02299 0.6083
0.02508 0.6857
0.02717 0.7250
0.02926 0.7670
0.03135 0.818C
0.03344 0.8530
0.03553 0.8080
0.03762 0.9360
0.03871 1.0137
12 +
a
b 't ¢
3 ¢
0084 R
r o ¢
bos 4 o )
a ¢
04 A ¢ ¢
c ¢
PR o ¢
] ¢ ¢
0 t } t t } t + {
0 0.005 001 0015 002 0025 003 0.035
concentracion [mg/mi )
Resultados de |a regresi6n lineal :
b = 0.05941
m=25.9978
r=0.9993
r2=0.9986
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CEFAZOLINA + HEPARINA + BUFFER EN SOLUCION DE DEXTROSA AL § %

CONCENTRACION ABSORBANCIA
[mg./ml]}
0.00418 0.1470
0.00627 0.1923
0.00836 0.2777
0.01045 0.3027
0.01254 0.3547
0.01463 0.4123
0.01672 0.4647
0.01881 0.5543
0.02090 0.6113
0.02299 0.6693
0.02508 0.7320
0.02717 0.8463
0.02926 0.8950
0.03135 0.9587
0.03344 1.0220
0.03553 1.0793
0.03762 1.1080
1.2 T
L)
: 4 4 ‘ [ )
3 *
008 4 ¢
r [}
b 08 4 L4 ¢
a ®
n *
c 04 4 . [ ]
i ¢ ¢
a ]
. 02 4 . 'Y
0 t t + t + t 1 {
] 0.008 0.01 0.018 0.02 0,026 0.03 0.035 0.04

Resultados de la regresitn lineal ;

concentracion [ mg / ml |

b =-0.005848
m = 30.1920
r=09977
r2 = 0,9955
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PROGRAMACION DE MUESTREOQ

Después de terminadas las curvas se propuso el orden de muestreo de los
problemas comao sigue:

Temperatura de las muestras Frecuencla de lectura
Cada 4 hrs. el primer dla y
60°C después cada 24 hrs.
Cada 4 hrs. el primer dlay
50°C después cada tercer dia
Cada 4 hrs. el primer diay
35°C después 2 dias a la semana
Cada 6 hrs. el primer diay
20°C despuds cada semana.

Cada 24 hrs. los primeros tres
5°C dlas y después cada semana.

IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS
Para un manejo adecuado de las muestras se Implementé un codigo de
figuras y colores para Identificar cada solucién por el tipo de componentes que la

conformaban y a la temperatura en la que se reaiizé el estudio. Dicho codigo quedd como
sigue:

Temperatuwa Color
5°C Azul
20°C Verde
35°C Amarillo
50°C Rojo
60°C Morado
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Tipo de Sistema Figura

Cefazoiina en Sojucion
Estéril
Cefazolina en Solucién O
Salina Fislologica

Cefazolina en Dw al §%

Cefazolina + Heparina en O
SSF. O

Cefazolina + Heparina en D
Dw al 5% O

Cefazolina + Buffer en O
SSF. A

Cefazolina + Buffer en

Dw al 5% A

Cefazolina + Heparina + O
Buffer en S.5.F. O A

Cefazolina + Heparina + D
Buffer en Dw al 6% OA
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En base a lo anterior se ctiquet6 cada frasco segin su contenido un ejemplo se muestra
a continuacion:

CefaenDX+Hep  Tw20°C  SolNo:i

Espectro  fecha: DO

De la miama forma, se empleé el codigo para elaborar fas tablas donde se
registrarian los camblos observados en cada solucién durante el estudio.

Estudio de Establidad Cefa en Dx Buffer.

Espectrofotometria UV A
Concentracion

Solucion N°. Temperatura: § °C

NOTA : Cada figurs fué sombreada con el color correspondiente a ia temperatura
de estudio.



PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La preparaclén de las muestras fué de manera semefante a los slstemas de las
curvas de calibracién con la diferencla de que aqul solo se maneja una concentracion
para todas las muestras: 0.025 mg. / ml.. Esta concentracion se eligié por ser un punto
Intermedlo en todas las curvas de calibraclén ensayadas. Ademds estas muestras fueron
preparadas a partir de una presentaclén comercial de la Cefazolina procesada por Bristol
conocida como: " Cefacidal ". Esta presentacion es 1g de cefazolina soédica para
reconstitulr en 5 mi. de sol estéril. Después de reconstituir dicho medicamento se Hevé a
un volumen de 100 mi. del que se obtuvo una concentracién de 10 mg. / ml. ala que
etiqustamos como sol A. De esta manera, al tomar 0.25 ml. 0 250 p y aforar a 100 ml.
la concentraclon resuftante en cada muestra es teéricamente de 0.025 mg. /mi.

De la misma forma que en los slstemas de las curvas de calibraclén la proporcion
de Heparina es 0.1 U.l. por 0.1 mg. de Cefazolina. Por tal razén la concentracion de
Heparina contenida en cada muestra fué de 0,025 U.l/ml.. Para dicho efecto se prepart
una solucién de Heparina tomando del frasco 4&mpula 0.1 ml. equivalentes a 500 U.I. de
Heparina que se aforaron a 100 ml. con sol estéril quedando asl una concentracion de 5.0
Ul /ml. De esta solucién se tomaron 5 mi. para aforarios a 50 mi. con sol estéril y de
aqul obtener 0.5 U. . / ml.. Dicha solucién se etiqueté como sol B. Sl para cada muestra
se toman de la sol B 5 ml. y se aforan a 100 mi. la concentraclon final de Heparina en
cada muestra #era de 0.025U... /ml..

Dado que el volumen de las muestras fué de 100 mi., el volumen adicionado de
buffer (Sol. C) fue de 64 y 50 ml. para las muestras de S.S.F, y Dw. respectivamente.
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Una preparaclén detallada de las muesiras problema se liustra en el sigulente
diagrama de flujo:

DIAGRAMA DE FLUJO.

Adiclonar Adiclonar Adiclonar

adaptar

232 W 232'” 2:2'” cada serie
So.LA  So.A  Sol.A pasar el contenido de sistemas

\ \ \ de cada matraz

FR PR =

S O doBEE
Aforara  Aforara Al'onar a a frascos ala
100ml. 100m. 100 mi, comectamerte temperatura
conSE conSE  conSE etiquetados de estudio

Adicionar Adiclonar Adicionar

adaptar
232 ' 232 ' 23 ' el contenido d? g‘:‘:erle

pasar mas
SoIiA Sols'A Sol A de cada matraz

SRS 85E>:>

T .1

Aforara  Aforar a Afomr a a frascos ala
100ml. 100ml. 100 mi, cofrectamente temperatura
conSSF conSSF con SSF etiquetados de ostudio



Adicionar Adicionar Adicionar

250 pl 250 pl
de de
Sal. A Sol. A

Aforara Aforara Aforara
100ml. 100 ml.
con Dw

con Dw

Sol AB SOI AB

&c‘B

Aforar a Aforar a
100mi. 100 ml.
con SSF con SSF

Adicionar

Sol AB SOI AB

{585

Aforara Aforara
100 ml. 100 ml.

50 pl adaptar
de cada setie
Sol. A pasar el contenldo de sistemas
de cada matraz
~J\
= B
a fr:tascos X ala
100 mi. comeciamente temperatura
con Dw efiquetados do estudio
Adiclonar Sol. AB =250 ] de sol. A+5mi desol.B
| contenid adaptar
pasar e| contenido cada serfe
Sol. AB de cada matraz de sistemas
T B e S 3
&wmﬁﬁm
afrascos .
Aforar a coetamente ala
100 m. etiquetados temperatura
con SSF de estudio
Sol AB =250 i1 | de sol. A + 5 ml de sol. B
adaptar
Sol AB pasar el contenido &"é‘ﬁtﬁ?{f;’s
de cada matraz
{5 = HEE
a frascos ala
Aforar a correctamente temperatura
100 ml. efiquetados de estudio
con Dw

conDwW  conDw
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Adicionar  Sol. AC =250y | de sol A + 64 mlde sol C

adaptar
cada serie
Sol AC Sol AC SO| AC pasar el contenido de sistemas
de cada matraz
& = b= &
a frascos ala
Aforar a Aforar a Aforar a correctamente
100ml.  100ml. 100 m atiquetados temperatira
con SSF con SSF  con SSF
Adicionar  Sol. AC =250y i de sol. A + 50 ml de sol. C
adaptar
sO| AC Sol AC asar e| contenldo cada serie
SOI AC pde cada matraz de sistemas
a frascos
Aforar a Aforar a Aforar a correctamente ala
etiquetados temperatura
100ml.  100ml, 100 ml. d estuido

conDw conDw conDw

Adiclonar Sol ABC =250 i | de sol A+ 5 mide sol. B + 64 mi de sol C

adaptar
Sol ABC Sol Aac Sol ABC pasar el conterido doatoe
de cada matraz
55 55 55 ~ BEE®
afrascos ala
Aforara Aforara Aforara correctamente temperatura
100ml.  100ml. 100 ml etiquetados de estudio

conSSF conSSF con SSF
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Adicionar Sol. ABC = 2501 | de sol. A+ 5 ml de sol. B+ 50 midesol. C

adaptar
Sol ABC. SolABC. SolABC. pasar el contenido Sado serle.
de cada mafraz
85 85 «5 ~ BEE
QMSCOS ala
A(omra Afomra Atorara correctamente temperatura
100ml.  fooml. 100 ml efiquetados de estudio

conDw  conDw  conDw

Se obtienen en total 27 sistemas que debldamente etiquetados se someten a las
temperaturas correspondientes.

Slistemas de 60°C, 50° y 35°C en ftres estufas diferentes con su respectivo
termémetro que nos Indica las posibles varlaciones de temperatura.

Sistemas de 20°C en una gaveta con un termdmetro.

Sistemas de 5°C en un refrigerador también con un termémetro.

El dia de muestreo se toman con una Jeringa 4 ml. de cada sistema y se Hevan a
fubos de ensaye debidamente etiquetados.

De aqul se flevan a la celda espectrofotométrica para leer su absorbancia, tamblén
se observa sl la solucién presenta algin camblo de color, mismo que al igual que la
absorbancla y el pH Iniclal son registrados en las tablas correspondientes. El mismo
procedimiento se sigue con todas las muestras de cada temperatura.
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DETERMINACION EN HPLC



DETERMINACION EN HPLC

PARTE EXPERIMENTAL

REACTIVOS Y APARATOS

Reactivos:

Buffer de acetatos pH=6.2 M=103

Mezcla; Buffer de Acetatos / Metanol grado HPLC proporcion 72:28
respectivamente, (Fase movil para correr la muestra) (5).

Mezcla; Metano! grado HPLC / H20 desionizada proporcién 50:50
(Fase Mowil para lavado de la columna)

Mezcla; Acetonitrito / H20 deslonizada proporcién 70:30 (Fase méwil
para lavado de la columna)

Cada una de estas fases se fifraron a vaclo por una membrana
y posterlormente se degasificaron por medio del ultrasonido.
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Aparatos:
pHmetro : Modelo# 7 " Coming "

Cromatografo:

Registrador : " Hewlet Packard ". 33968

Detector : " Perkin Eimer " UV / VIS Spectrophetometric Detector
LC290

Columna : "Beckman"ODS Cyq conultaesferas 5 um. 4.6 mm.
de didmetro x 25 cm. de longitud. (20).

Bomba : " Perkin Eimer " Binary LC Pump

Jeringa :  "Hamitton " 25 . #702

Uttrasonido : Ultrasonic Cleaner B -12 Branson (a Smithkline Company)
Matraz de fitrado a vacio : " Kontes " Ultra-Ware (200 ml.).
Fitros : " Milipore * tipo HA y HVLP de 0.45 um didmetro de poro.
PREPARACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION
Dado que se manejéron 5 Diferentes tipos de sistemas se requirié de una curva de
calbracién para cada sistema.

Tanto para las curvas de calibracién, como para el muestreo se mantuvieron las
sigulentes condiciones;



Fase moévil ; Buffer Acético : Acetatos / Metanol Proporclén 72.28.
Velocidad de Fiujo : 0.5 ml. / min.

Vel. de carta : 0.6 cm. / min.

Atenuaclén: 6y7

AR REJ : 10000

Ruldo : 1

Anchura de plco: 0.04 cm,

PREPARACION DEL ESTANDAR:

Se pesaron aprodmadamente 30.00 mg. Hevéndolos a un volumen de 10 mi se
obtuvo una concentracién de 3.0 mg. / mi. (Sistema A).

Del sistema A se tomaron diferentes volimenes 0.2 mi,, 0.4 ml., 0.6 mi, 0.8 ml,,
1.0 ml,, 1.2 ml. que se llevaron a 10 ml. y asl se formd el grupo de sistemas que

conformaron cada curva.

Es Importante aclarar que para cada curva fue necesario partir del sistema (A) por
lo que en cada caso se prepar6 un sistema, esto provocd que no slempre se pesara la
misma canfidad exactamente, por lo que se hicleron algunas aproximaclones, pero de
cualquier forma las curvas se manejaron en el mismo intervalo.

Aqul se presentan las concentraciones de las diferentes soluciones A de las cuales
se parti; '

A1=31.10 mg./mi. A2=230.80 mg./ ml. A3=230.60 mg./ ml.

A4=23060mg./ml. A5=30.70mg. / mi,
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Para las curvas de calibraclén Cefazolina en soluclén Estérll, Cefazolina en
Solucién Sallna Fisloldgica y Cefazolina en Dextrosa 5%.

Se tomaron de la solucién A: | Se aforaron a 10 mi. quedando
las sigulentes concentraciones .
02ml. 0.08 mg. / ml,
0.4 mi. 0.12 mg. / mi,
0.6 m. 0.18 mg. / ml.
0.8ml 0.24 mg. / ml,
1.0 ml. 0.30mg. / mi.
1.2 ml. 0.36 mg. /ml.
14 mi 0.42mg. /mi.
1.6 mi. 0.48 mg. / ml,
1.8 ml. 0.54 mg. / m.

De manera similar se procedié con las curvas de calibracién para Cefazolina +
Heparina en Solucién Salina Fislolégica y Cefazolina en Dextrosa at 5§%. Con la diferencla
de que aqui se inclula ademds una concentracién determinada de Heparina.

Tomando en cuenta que una de as doslficaciones de Heparina que normalmento
86 ocupan en el Hospital es: 1000 U.1. de Heparina por 1g de Cefazolina, se realizan fos
céiculos correspondientes y se prepara una solucidn de Heparina tomando 500 U.| de
Heparina (equivalentes a 0.1 ml. del frasco 4mpula) evada a un volumen de 50 ml.
quedando una concentracidn de 10U.1/ ml. De esta solucion se tomaron 5 ml, =50 Ul
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que se levaron a 25 ml. para obtener una concentraclén = 2 U.1. Esta soluclén es la sol B,

Sal. A Sol 8 Aforando a 10 ml. con S.S.F. o Dw.
Cefazolina Hepaiina 2 U.Il./ ml. | quedan las sigulentes concentraciones de
3mg./ml Cefazolina y Heparina en mg. y U.l. por

ml.

0.2 ml. 0.3 ml 0.068

0.4 mi. 0.6 ml 0.12

0.6 ml, 0.9ml. 0.18

0.8 mi. 1.2ml. 0.24

1.0 mi. 1.5 ml. 0.30

1.2 ml. 1.8 ml 0.36

1.4 ml. 2.1ml 0.42

1.6 ml. 24 ml. 0.48

1.8 mi. 2.7 ml. 0.54

Con este grupo de sistemas se procedié a inyectar cada concentracién en el HPLC
a lag condiciones ya mencionadas, De lo anterior se obtuvieron como respuesta
cromatogramas que nos mostraron picos representativos de! estindar de cefazolina ,
dichos picos fueron variando en cuanto a si drea, debldo a la concentracién presente de
cefazolina. ,

Por tal razén los grificos de las curvas de calibracion se construyeron tomando en
cuenta las sigulentes variables:

x = Concentracién de Cefazolina esténdar
y = Area reportada para cada concentracion
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Es Importante aclarar que en cada curva se reallzaron fres repeticlones para

trabajar con el promedlo de ellas y obtener la regresién mas aproplada.
Ensegulda se muestran las curvas de callbracién con las que se trabajé en cada

caso y sus datos de regresion respectivos.
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CURVAS DE CALIBRACION

CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL

CEFAZOLINA mg. / ml, AREA
X
0.0622 26634714
0.1244 54894858
0.1866 80757696
0,2488 111224573
0.3110 131504186
0.3732 161481840
0.4354 190725760
0.4976 216452986
2506408 1
[ ]
2.0080.08 b A
A 1506406 1 ¢
r .
e .
a 1.00€+08 o
°
5006407 + ¢
'y
0.00E+00 + ~+ + + + + } + + {
000 005 010 015 020 025 030 035 040 045
Concentracion mg / m|
Resultados de la regresion lineal
b =84516.32
m = 434530404.8
r =0,9995
¢ =0.9991
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CEFAZOLINAEN S.S.F.

045

CEFAZOLINA mg. / ml, AREA
X
0.0618 28025136
0.1236 51307338
0.1854 75438613
0.2472 100970216
0.3090 138616440
0.3708 153061360
0.4326 184208840
2.00E+03 w
1.60E+08 1
1,60€+08 4 .
1.4060‘08 1 Y
A 1.20E+08 4
; 1.00E+08 1 [
a 8.00E+07 1 *
6.00E+07 4
*
4,00€+07 4
2.00E+Q7 4 ¢
0.00€+00 + $ + + t t + 4 |
0.00 005 0.10 015 020 025 030 035 0.40
Concentracién mg / mi
Resultados de la regresion ineal :

b =.27485.7334
mw 421932514.6
r =0.9957

™ =0.9914
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CEFAZOLINA EN DW.AL 6%

CEFAZOLINA mg. / ml. AREA
X
0.0612 27248389
0.1244 48910901
0.1836 69863660
0.2448 103535170
0.3060 128649706
0.3672 158678933
0.4284 184092080
0.4896 212389466
2.50€+08
¢
2.00E+08 1
.
A 1506008 | ¢
' ¢
(]
a 1.00E+8 ¢
*
5.00E+07 ¢
*
0.00E+00 + + + + + t + t t !
000 005 010 0.15 020 025 030 035 0.40 045 050

Concentracién mg / ml

Resultados de la regresion lineal

b = 4922643.28
m = 441125284.7
r =0.9988

r =0,9976
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CEFAZOLINA + HEPARINAEN S.S.F.

CEFAZOLINA mg. /ml. AREA
X
0.0612 28275488
0.1244 51020608
0.1836 702682997
0.2448 108283700
0.3060 125306580
0.3672 151226880
0.4284 173385333
1.806+08 T
1.60E+08 4
1.40€+08 1
°
1.20E+08 4
A 0 .
r 1.00E+08 -
0 5005407
a [ ]
6.00€+07 1
' ¢
4.00E+07 1
¢
2.00€+07 4
0.00E+00 t + + —t + t + t
000 0.05 a10 0.15 0.20 0.26 a0 035 040
Concentracién mg / mi
Resultados de la regresion ineal
b = 2090752.11
m = 404025601.1
r =0.9971
1 =0,9943
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN DW. AL 6%

CEFAZOLINA mg./ ml. AREA
X
0.0614 25777008
0.1228 50407146
0.1842 74710272
0.2456 100332285
0.3070 130580160
0.3684 152509040
0.4298 178316826
0.4912 199229560
2.00E+08 ~ .
1.80E+08 | *
1.60E+08 R
. 1.40E408 .
A 1208408 |
:; 1.00€+08 - L)
aeu£m7‘ .
8.00E+07
.
4.00E+07
z.ooe‘mJ ¢
0.006+00 t t + t + + : + + +
000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050
Concentracion mg / m!
Resultados de la regresién lineal

b = 552763.39
m= 410532116
r = 0.9994

* =0.9988
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PROGRAMACION DE MUESTREO

Después de terminadas las curvas se propuso el orden de preparacién y muestreo

de los problemas quedando como sigue:

Temperatura de las muestras Frecuencia de inyeccién
60°C Diarlamente
50°C Cada tercer dia
35°C Diariamente
20°C Dos veces por semana
5°C Dos veces por semana

IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS

De la misma forma que en la parte experimental de espectrofotometria se trabaja
cen i codigo ya menclonado, exceptuando las soluciones que contengan buffer ( dado
que en esta parte no se frabajara con este tipo de soluclones ) la identificacion del resto
de las soluciones se manejara de la misma manera.

Se hacen solo unas pequefias modificaciones en las etiquetas y en Ias tablas de
registro ya que no todos los datos que se manejaron en espectro son similares a los de
HPLC.

EJEMPLO DE ETIQUETAS

CefaenDX+Hep T=60"C SoiNo:3

HPLC fecha: ':] O
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TABLA MANEJADA PARA HPLC

Estudio de Estabiiidad
HPLC

Concentracion
Solucion N°:

Cafazolina en Dx

Temperatura: 5 °C

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PROBLEMA :

Se parti6 de la presentaci6n farmacéutica "Cefacidal® que contenla 1g de
Cefazolina sidica para reconstituir con 5 mi. de solucion eatérit.
Estos 5 ml. se Nevaron a 100 mi. con solucibn eatéril y asl se obtuvo una

concentracion aproximada da 10 mg. / mi (Solucién A).

La solucion de Heparina se prepard levando 500 UL (equivalentes a 0.1 m. del
frasco dmpula) a 50 ml. para obtener una concentracién de 10 U.1. / mi. (Solucidn B).

Todos los sistemas ea prepararon aproximadamernte a la miema concentracion;
0.25 mg./ml. dicha concentracion se eligié al tomar un punto intermedio de las curvas de

calbrackin trabajadas.,

La preparacidn de fos sistemas fué como se muestra & continuacion
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DIAGRAMA DE FLUJO

Adicionar Adicionar Adicionar

25ml 25mi 2.5mi adaptar
de de de cada serie
Sol A Sol A Sol A pasar el contenido de sistemas

de cada matraz

65 85 M@@@w

a frascos

Aforar a Aforar a Aforar a ala
100mi. 100ml. 100mi, eatados. temperatura
conSE  conSE  conSE de estudio
Adiclonar Adiclonar Adiclonar
265 ml 2(.15 mi 2(,15 mi c:g:;;frrle
[ e e
S°' A Sol A S°' A pasar el contenido de sistemas
de cada matraz
m m
= BE
a frascos ala
%orar a Aforar a Aforar a comectamente temperatura
Oml.  100ml.  100ml. etiquetados de estudio
con SSF  con SSF con SSF
Adiclonar Adicionar Adicionar
2, 5 ml 2 g mi 2.3 mi adaptar
e
S°| A 50' A So ) pasar el contenido cada serle
de cada matraz de sistemas
%(gar'a %%rar'a 1\5%rarla cog&ﬁ,ﬁnte ala
m m in
conDw conDw  conDw efiquetados t%’é‘%‘;m‘fga
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Adicionar
SOIAB SOIAB
Al'orara Aforara
160ml. 100 ml.

con SSF con SSF

Adicionar

SoIAB SoIAB

MB

Aforar a Afom a
100ml. 100 mi.
conDw  conDw

Se obtienen en total 15 sistemas que debidamente efiquetados se someten a las

SolAB= 25mldesol. A+2.5m!desolB

adaptar
cada serie
Sol Aa pasar el contenido de sistemas
de cada matraz
gg - BEE ©
a frascos
Aforar a correctamente ala
100 ml. etiquetados temperatura
con SSF de estudio
SolAB=2.5mldesol. A+2.5mi desol. B
adaptar
cada serie
sol Ag pasar el contenldo de sistemas
de cada matraz
-— —upl -y-
> BEE =
a frascos ala
Aforar a correctamente
100 ml. etiquetados tzrg;;:m%a

con Dw

temperaturas corespondientes;

Shitemas de 60°C, 50° y 35°C en tres estufas diferentes con su respectivo

termémetro que nos Indica las posibles varlaciones de temperatura.

Sistemas de 20°C en una gaveta con un termémetro.
Sistemas de 5°C en un refrigerador también con un termémetro.

fvd
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El dla de muestreo se toman con una jeringa 2 ml. de cada sistema y se llevan a
tubos debidamente etiquetados.

De cada tubo se toman 20 pl. con la microjeringa y se Inyectan al HPLC,
aproximadamente después de 15 minutos termina de elulr completamente la muestra que
se reglstra en el cromatograma correspondiente.

El mismo procedimlento se slgue con todas las muestras en cada temperatura.
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RESULTADOS.

een



RESULTADOS.

CROMATOGRAFIA.

En la parte de cromatografia se obtuvieron resultados muy importantes que

mostraron muy claramente la degradacion de cefazolina en las diferentes temperaturas.

A continuacién se muestran las tablas que expresan la evoluclén de esa

degradaci6n para cada caso :

Temperatura = 5°C

Cefz, | enSol. Estéril| enS.SF. en Dw. 5% +Hep. en |+ Hep. enDw.
S.SF. 5%
Tlempo | Concentraci6n | Concentraclén | Concentracion | Concentracion | Concentraclén
(he.) [ (mg./ml) | (mg./ml) { (mg./mi) { (mg./ml.) | (mg./ml)
0 0.2880 0.2808 0.2923 0.2904 0.3014
96 0.2396 0.2671 0.2257 0.2538 0.2597
168 0.2545 0.2983 0.2761 0.2049 0.3024
264 0.2696 0.2780 0.2893 0.2809 0.3084
432 0.2821 0.2545 0.2849 0.2772 0.2864
504 | 02550 0.2607 0.2760 0.2776 0.2755
600 0.2662 0.2767 0.2614 | 0.2684 0.2604
696 0.3806 0.3022 0.2771 0.3140 0.3018
792 0.2553 0.2619 0.2603 0.2592 0.2722
Tabla No. 1 '
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Temperatura = 20°C

Cefz, | enSol, Estéril| enS.S.F. enDw. 5% +Hep.en |+Hep.enDw.
S.S.F. 5%
Tiempo. | Concentracién | Concentracién | Concentracién | Concentraclén | Concentracién
(hre.) | (mg./ml) | (mg./mi) | (mg./ml.) | (mg./mlL) | (mg./ml)
0 0.2561 0.2891 0.2829 0.2813 0.2049
72 0.2764 0.2604 0.2764 0.2933
168 0.2693 0.2629 0.2726 0.2869
336 0.2370 0.2416 0.2508 0.2497 0.2392
408 0.2449
552 0.2191 0.2163 0.2227 0.2313 0.2323
672 0.2020 0.2291
744 ‘ 0.2285
840 | 02009 0.2198
Tabla No. 2
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Temperatura = 35°C

Cefz. | enSol Estéril{ enS.S.F. en Dw. 5% +Hep. en - |+ Hep. en Dw,
S.SF. 5%
Tiempo | Concentracion | Concentracion § Concentraclén | Concentraclén | Concentracion
(trs.) | (mg./ml) (mg. /ml) (mg./ ml) (mg. /mi.) (mg. /ml.)
0 0.3003 0.2784 0.2920 0.3128 0.2932
24 0.2842 0.2747 0.2722 0.2851
48 0.2663 0.2885
96 0.2251 0.2650 0.2021 0.2726 0.2784
168 0.2161 0.1963 0.1880 0.2058 0.2118
192 0.2043 0.1615 0.1672 0.1680 0.1928
240 0.1874 0.1531 0.1545 0.1524 0.1781
264 0.1787 0.1480 0.1416 0.1380 0.1669
336 0.1180 0.1191 0.1106 0.1374
408 0.0574 0.0634 0.0268 0.0892
Tabla No. 3
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Temperatura = 6§0°C

Cefz. | enSol. Estérii{ enS.SF. enDw. 5% + Hep.en |+ Hep.enDw.
S.S.F. 5%
Tiempo | Concentracién | Concentracién | Concentracién| Concentraclén | Concentraclén
(hrs.) | (mg./mi) (mg./ml.) (mg. /mi.) (mg./ml) | (mg./ml.)
0 0.2742 0.2945 0.2169 0.2624 0.3353
48 0.2209 0.1404 0.0817 0.1076 0.1991
96 0.1276 0.0488 0.0157 0.0199 0.0790
168 0.1044 0.0016 0.0132 0.0603
216 0.0920 0.0122 0.0537
264 0.0760
Tabla No. 4

ESTR WESIS B9 neng

2]

R UE L BiBi
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Temperatura = 60°C

Cefz. | enSol. Estéril| enS.S.F. on Dw. 5% +Hep.en | +Hep. enDw.
S.S.F. 5%
Tiempo | Concentracién | Concentracién | Concentracién | Concentracién | Concentracién
(hrs,) { (mg./mi) (mg. /mi) {mg. /mi.) (mg. /mi.) (mg. /ml.)
0 0.2761 0.2866 0.2334 0.3101 0.2882
24 0.1569 0.1205 0.0923 0.1496 0.1625
48 0.0683 0.0356 0.0321 0.0345 0.06592
72 0.0320 0.0135 0.0162 0.0079 0.0321
96 0.0054 0.0022 0.0153 0.0070
168 0.0001 0.0016 0.0121 0.0011
192 0.0014
Tabla No. 5

Para cada uno de los casos anteriores, tamblén se registraron los cambios de pH y

color que se presentan a continuacién.
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5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
Temperatura= | tiempo= | tlempo= | tlempo= | tlempo= [ tiempo=
36 dias 38 dias 17 dias 17 dias 15 dias

Tipo de Sistemas| pH [ pH | pH | pH | pH | pH | pH | pH | pH | pH
iniciai | final | Iniciai | final |Inicial | finai | iniclal | final | Inicial | final
Cefazollnaen | 51 | 50| 64 | 67|61 |67 | 61 }73) 61|72
Sol. Estérl.
Cefazolinaen { 57 (55 64 {65 59 {70 | 57 {68 68 |73
S.SF.
Cefazolinaen | 47 {47 | 46 | 48| 63 [ 61 | 45 | 65| 48 | 50

Dw.
Cefazolina+ | 55 |54 | 54 | 63 | 58 {66 | 66 1 66| 68 | 7.5
Hep. en S.S.F.

Cefazolina + 49 | 49} 46 {48 | 55 | 59 | 48 | 64| 46 | 59
Hep. en Dw.
TablaNo. 6

CROMATOGRAMAS

En esta parte mostramos los cromatogramas obtenidos a 6, 20 y 60°C. pues
consideramos que son los mdas representativos para los casos estudiados. En cada
temperatura, los cromatogramas se presentan en el siguiente orden . Cefazolina en
Solucion Estéril, Cefazolina en 8.8.F., Cefazolina en Dw 5%, Cefazolina + Heparina en
S.S/F. y Cefazoiina + Heparina en Dw 5%,
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Cefazalina en Dextrosa + Heparina
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ESPECTROFOTOMETRIA
A continuaclén se presentan las tablas que confienen los resultados de la regresién
lineal aplicada a cada grupo de datos obtenidas por el método de Espectrofotometria
UVNVisible,

Dichos resuttados no fueron fratados para conocer la establlidad de la Cefazollna
de sodlo debldo a que no son adecuados para la aplicacién de los métodos utilizados con

este fin.

Temperatura= 5°C

Solucién Orden 0 1° Orden
Cefazolina +SE r=-0.5866 r=0.5811

12 = 0.3441 r2=0,3377

Cefazolina + SSF r=0.2316 r=0.2346
r2 =0.0536 12 =(0,0650

Cefazolina + Dw r=-0.8972 r=0.8878
r2 = 0.8050 r2=0.7883
Cefazolina + Heparina + r=-0.1444 r=-0.1413
SSF 2 = 0.0208 12=0.0199
Cefazolina + Heparina + r=-0.9133 r=-0.9076
Dw 12 = 0.8341 2 =0.8238
Cefazolina + Buffer + r=-0.4618 r=-0.4589
SSF r2=0.2133 r2=0.2106
Cefazolina + Buffer + Dw r=-0.9191 r=-09157
12=0.8448 r2=0,8385
Cefazolina + Heparina r=-0.7436 r=-0.7438
+Buffer + SSF 12 = 0.5529 r2=0.,5632
Cefazolina + Heparina r=-0.7178 r=-0.7173
+Buffer + Dw 12=0.5153 2= 0.5146
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Temperatura = 20°C

]

Solucién Orden 0 1° Orden
Cefazolina + SE r=-0.7799 r=-0.7854
r2=0.6083 2= 0.6168

Cefazolina + SSF r=-0,7022 r=-0.7015
2= 0.4931 r2=0.4921

Cefazolina + Dw r=-0.9626 r=-0.9311

r2 = 0.9267 2= 0.8670

Cefazolina + Heparina r=-0.9600 r=-0.8668
+SSF r2=0,9217 r2=0.9342
Cefazolina + Heparina + r=-0.9724 r=-0.9768
Dw 12 = 09457 12=0.9542
Cefazolina + Buffer + r=-0.8630 r=-0.7234
SSF 12 = 0.7449 r2=0.5233
Cefazolina+ Buffer + Dw r=-0.8501 r=-0.8601
12 =0.7227 r2=0.7398

Cefazolina + Heparina + r=-0.8758 r=-0.8799
Buffer + SSF r2=0.7671 12=0.7742
Cefazolina + Heparina + r=-0.7785 r=-0.7842
Buffer + Dw r2=0,6149

r2 = 0.6062
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I Temperatura = 35°C

Solucién Orden 0 1° Orden
Cefazolina + SE r=08115 r=0.8151
r2=0.6586 2= 0.6645

Cefazolina + SSF r=0.8368 r=0.8614
12=0,7003 2= 0.7420

Cefazoling + Dw r=04371 r=0.3800
r2=0.1910 12=0.1444

Cefazolina + Heparina r=0.8471 r=0.8587
+SSF R=0.7175 2=0.7373
Cefazolina + Heparina + r=-0.5870 r =-0.5900
Dw 12 = 0.3446 r2=0.3481
Cefazolina + Buffer + r=-09619 r=-0.9726
SSF 12 = 0,9253 12 = 0,9461
Cefazalina + Buffer + Dw r=0.6899 r=0.7130
12 =0.4760 r2=0.5084

Cefazolina + Heparina + r=0.8605 r=0,8799
Buffer + SSF 12 = 0.7405 12207743
Cefazoiina + Heparina + r=-0.9762 r=.0.9835
Buffer + Dw 12 =0.9530 2= 0.9673
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Temperatura = 50°C ]

Soluclén Orden 0 1° Orden
Cefazolina + SE r=-0.5961 r=-0.5724
12=0.3577 r2=0.3277
Cefazolina + SSF r=-0,2423 r=-0.1768
12=0,0587 12=0.0312

Cefazolina + Dw r=0.9279 r=0.9335
12=0.8610 r2=0.8715

Cefazolina + Heparina r=0.3465 r=023224
+SSF r2=0.1200 r2=0.1039
Cefazolina + Heparina + r=0.8053 r=0.8312
Dw 2= 0.6486 r2=0,6909
Cefazolina + Buffer + r=-0.2382 r=-0.1264
SSF 2= 0,0567 r=0,0159
Cefazolina + Buffer + Dw r=0.1672 r=0.2066
2= 0.0279 12 =0,0427

Cefazolina + Heparina + r=0.3414 r=02992
‘Buffer + SSF r2=0.1165 r2= 0.0895
Cefazolina + Heparina + r=06812 r=06513
Buffer + Dw r2= 0.4640 12=0.4241
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Temperatura = 60°C

Solucién Qrden 0 1° Orden
Cefazolina + SE r=06403 r=0.6239
12 = 0.4100 12 = 0.3892

Cefazolina + SSF r=0.8111 r=0.8480
12 = 0.6580 12=0,7208

Cefazolina + Dw r=0.9432 r=0.9468
12 = 0.8896 12 = 0.8960

Caefazolina + Heparina r=0.6808 r=0.7098
+SSF 2= 0.4635 r2=0.5039
Cefazolina + Heparina + r=0.9243 r=0.9448
Dw r2=0.8543 2= 0.8927
Cefazolina + Buffer + r=0.5188 r=0.5399
SSF 12 = 0.2692 2 =0.2814
Cefazolina + Buffer + Dw r=0.9583 r=0.9210
' 2= 09127 2= 0.8083

Cefazolina + Heparina + r=-0.0280 r=0.1059
Buffer + SSF r2 = 8.4x10-4 12=0.,0112
Cefazolina + Heparina + r=0.8804 r=0.9083
Bufter + DW 12=0.7757 12 = 0.8268
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DETERMINACION DEL ORDEN DFE DESCOMPOSICION

Para poder determinar el orden de reaccién que sigue la descompasicién de
cefazolina en las diferentes soluciones, se procedié a manejar los datos experimentales
obtenidos por cromatografia (dichos datos se manejaron por triplicado, pero solo se
grafico el promedio de estos), para probar en que orden se obtenfa una mejor regresion
lineal y asf determlnar el orden correspondiente.
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.
T=20°C. ORDEN O

Tiempo (hrs.) | Concentracion. (mg./ml.)
0 0.2561
336 0237
552 0.2191
672 0,202
840 0,2009

Cefazolina en Sol Estéril. T =20°C. Orden 0.

5 & B

Cancantracitn. { mg. /mi. )
R

o18

0O 100 200 300 400 500 600 700 . 800 900
Tiempo (ivs.)

Regresién lineal:

m = -0.00007 mg / mi hr
b =0.26728 mg / m|
r=-0.9812
r¢=0.9612
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T=20°C
1° ORDEN.
Tiempo (hrs. ) In Concentracién.
0 -1.3621
336 -1.4396
562 -15182
672 -1.5994
840 -1.6049

Cefazolina en Sol Estéril. T=20°C. 1' Orden.

-12 1
£ n
§ 14

»

€
s w
€
8 18 a n
£

-18 + + + + + ¢ T + i t

<00 O 100 200 00 400 S00 600 M0 80 90

Tiempo (frs.)

Regresién lineal.

m =.0.0003 hr-!

b =-1.3837

r=-0.9781

12 = 0.9567
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA.

T=20C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) {Concentracion, (mg./ml.)
0 0.2891
72 0.2764
168 0.2693
336 02416
562 0.2163
CetfazolinaenS.5.F, T=20°'C. Orden 0.

100 200 00 400 500 600
Tiempo (lvs.)

Regreslén lineal:

m=-0.0001 mg / mi hr

b=0.2682 mg/ ml

r =-0.9966

1< =0.9933
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA.

T=20°C.
1° ORDEN.
Tiempo ( hrs.) In Concentracion.

(] -1.2409

72 -1.2859
168 -1.3119
336 -1.4204
5§52 -1.531

in Concantraciftn.
:.
-9

CeftazolinaenS.S.F. T=20'C. 1* Orden.

100 200 00 400 500 600
Tiempo (irs.)

" Regresién lineal:

m = -0.0005 hr-!

b=-1.2392

r=-0.9968

ré = 0,9936
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CEFAZOLINA EN DEXTROSA AL 5%.

T=20°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentracion. { mg./ml.)

0 0.2029

72 0.2604

168 0.2529
33 0.2508
408 0.2449

552 0.2227

672 0.2019

Concantracibn. {mg. fmi.}

R85 8§ ¢

Cefazolinaen Dwal5%. T =20°C. QOrden. 0

T t t — t

0 100 200 300 40 S50 60 A0
Tiempo (hrs.)

Regresi6n lineal;

m = -0.0001 mg/ ml hr
b =0.2809 mg/mi
r=-0.9430
r2 = 0.8893

-108 -




CEFAZOLINA EN DEXTROSA AL 5%.

T=20°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracion.

] -1.2279

72 -1,3455
168 -1.3747
336 -1,383
408 -1.4069
552 -1.5019
672 -1,5998

127

=
o

In Concantraciin.

-
>

CofazolinaenDw al5%. T=20°C. 1' Orden.

-100 0

100 200 300 400 S0 60 70

Tiempo (trs.)

Regresién lineal.

m = -0.0004 hr-!

b =-1.2643

r =-0.9455

¢ =0.8939
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN SS.F.

T=20°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs,) | Concentracidn, {mg. /ml.)
0 0.2813
72 0.2764
168 02726
336 0.2467
562 0.2313
672 0.2201

o
w

o
8

o
B

o
®

8

Concentracidn. {mg./ ml.)

Cefazolina + Heparina en S5.5.F. T =20°C.
Orden. 0

.8
8

0 100 200 300 400 S0 60 N0
Tiempo (tns.)

Regresion lineal:

m =-0.00009 mg /mihr
b =0.2822 mg /mi
r=-09869
12 = 09739
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN S.S.F.

T =20°C,
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracién.
0 -1.2683
72 -1.2859
168 -1.2997
336 -1.3874
£52 -1.464
672 -1.4735

in Conceantracion.

Cefazolina + Heparina en S.S.F. T =20°C.
1* Orden.

-1.32 4
-1.36 4

-1.44

-148 + t 1 + 4 +— ] {
10 O 100 20 300 400 S0 60 A0
Tiempo (hrs.)

Regresién lineal.
m =-0.0003 hr-!
b=-1.2623
r=-0.9877
r2=0.9755
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN Dw. AL 5%.

T =20°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentracion. { mg./ml.)
0 0.2949
72 0.2933
168 0.2869
336 0.23g92
552 0.2323
744 0.2285
840 0.2198

Cefazolina + Heparinaen Dw al 5%, T = 20°C.

Orden 0.

ey 031 w o
E n
™~ 028 1
o
]
~ 025
e
Q
5024 »
£ a »
B oz .
§

02 + -

100 0 100 200 300 400 S0 60 A0 800 90
Tiempo (hrs.)

Regresion lineal:
m=-0.0001 mg/ mlhr
b=0.2833 mg/ml
r=-0.9406
14 =0.8847
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN Dw. AL 5%.

T =20°C.
1° ORDEN.
Tiempo {hrs.) In Concentracion.

0 -1.221

72 -1.2265

168 -1.2486

336 -1.4304
552 -1,4597
744 -1.4762
840 -1.515

in Concentracifin.

Cefazolina + HeparinaenDw al§%. T = 20°C.
1* QOrden.

100 O 100 200 300 400 S00 600 M0 8O N
Tiempo (hrs. )

Regresién lineal.
m = -0.00037 hr-!
b =-1,2243
r=-0.9461
12 =0,9141
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T=35°C.
ORDEN 0.
Tiempo ( hrs.) | Concentracion. {mg./ml.)

0 0.3003
24 0.2842
48 0.2663
96 0,2251
168 0.2161
192 0.2043
240 0.1874
264 0.1787
336 0.1645
408 0.1062

Cefazolina en Sol. Estéril. T =35'C,

Orden 0.
iy ]
: ox .
~ 028 4 L]
g\ [ ]
~ 024 -
§ o2 o
9 o, )
% Q16
£ 012 a
© q08 ' ' ' ' ‘
-100 0 100 200 X0 &0
Tiempo (hrs.)
Regresion lineal.

m =-0.00042 mg / ml hr
b =0.2885 mg/ ml
r=-0.9817
r4=0.9638
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T=35°C.
1° ORDEN.
Tiempo ( hrs.) In Concenlracion.
4] -1.2026
24 -1.2579
48 -1.3228
96 -1,4808
168 -1.532
192 -1.5879
240 -1.6744
264 -1.7217
336 -1.8042
408 -2.2418

In Concantracion.
>

Cofazolina en Sol Estéril.

1* Quden.

T=1356C.

100 20 X0

Tiempo (ivs.)

Regresién lineal:

m=-0,0021 hr!

b=-1,1898

r=.0,9673

r4 = 0,9358
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA.

T=35°C.
ORDEN Q.
Tiempo (hrs. ) | Concentracién, {mg./ ml.)
0 02784
24 0.2747
96 0.265
168 0.1963
192 0.1615
240 0.1531
264 0,146
336 Q.118
408 0.0574

Ceatazolina an S.SF. T «35'C. Qrden 0.

Om L
- ]
T 0
L5
g ~
5 0.16 " a,
'E 012 .
&€ 008
8 "
£ oo
0 t 1 1 + v
-100 0 100 20 300 a0
Tiempo (tvs.)
Regresidn lineal.
m =-0.00055 mg / mi hr
b =0.2891 mg/mi
r=-0.9819
1% = 09643
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA.

T = 35°C.
1° ORDEN.
Tiempo ( hrs.) In Concentracion,

0 -1.2786
24 -1.2019
96 -1.3279
168 -1,6278
192 -1.8226
240 -1.8761
264 -1.9235
336 -2.1367
408 -2.8568

Cetazolina en S.S.F. T=235°C.

1' Qrden.

-1 ]
N w »
: 15
' a
[ 2 L
:
3
£ 25
[ ]
3 + + t ' t
-100 0 100 0 300 A0 .
Tiempo (hrs.)
Regresion lineal:
m =-0.0035 hr-!
b=-1.1214
r=-0.9498
12 = 0.9021
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CEFAZOLINA EN DEXTROSA AL 5%.

T=35°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentracion. (mg./ ml.)
(] 0202
24 02722
96 0.2021
168 0.188
192 0.1672
240 0,1645
264 0.1416
336 0.1191
408 0,0634

[=4
S B B

g
o

Concantraci6n. { mg. /ml. }

Cefazolinaen Dw al5%. T «35°C. Orden 0.

o
.o & 2

100 (V] 100 20 00 A0
Tiempo (irs.)

Regresion lineal:

m = -0.00051 mg / ml hr
b=02768 mg/ml
r=-0,9841
r¢ = 0.9685
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CEFAZOLINA EN DEXTROSA AL 5%.

T =35°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs,) In Concentracion.

0 -1.2308
24 -1.301
96 -1.5085
168 -1.6712
192 -1,7882
240 -1.8673
264 -1.9544
338 -2.1217
408 27575

CefazolinaenDw al 6%. T =» 35°C,

1* Otden.

-119-
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5’ -15 . .
£, "
H !
g
Q
£ 251 :
-
3 t t t 1
~100 0 100 20 00 a0
Tiempo (fvs.)
Regresion lineal:
m = -0.0032 hr!
b =-1.1903
r=-0.9641
1€ =09295




CEFAZOLINA + HEPARINA EN SSF.

T =35°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) { Conceniracion. (mg. /mi.}
0 03128
24 0.2651
96 0.2725
168 0.2058
192 0.168
240 0.1524
264 0.139
336 0.1106
408 0.0268

Cetazolina + Hepatina en S5.5.F,

Orden 0.

T=35'C.

100 X0 30
Tiempo (hrs.)

Regresion lineal.

m =-0.00087 mg /mihr

b=03141 mg/ml

r=-09877

12 =0.9755

-120-




CEFAZOLINA + HEPARINA EN S.SF.

T =35°C.
1° ORDEN.
Tiempo ( hrs.) In Concentracion.

0 -1.1619
24 -1.2548
96 -1.2099
168 -1.5806
192 -1.7832
240 -1.8811
264 -1.9732
336 -2,2011
408 -3.6157

In Cancantracibn_

Cefazolina + Heparina en S.S.F. T = 35°C.
1* Orden.

REEXE A E

100 0 100 200 300 400
Tempo (hrs.)

Regresion lineal:
m =-0.0048 hr!
b = -0.9206
r=-0.8974
r< = 0.8053
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CEFAZOUINA + HEPARINA EN Dw. AL §%.

T=35C.
QORDEN 0.
Tiempo ( hrs. ) | Concentracion. (mg./mi. )}

(4] 0.2032
48 0.2885
56 0.2784
168 02118
192 0.1928
240 0.1781
264 0.1669
336 0.1374
408 0.0892

= 028
~ 024
€ 02
-

gote

2012 '
0.08 1

Cefazolina + Heparina en Dw. al 5X.
T=35'C. QOrden 0.

-100 0 100 200 N0 400

Tiempo (irs.)

Regresién lineal:

m =-0.00053 mg / mi hr
b =0.3086 mg /mi
=-0.9875
12 =0.9751
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN Dw. AL 5%.

T=35°C.
1 ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracion,
0 -1.2267
48 -1.243
96 -1.2783
168 -1.5519
192 -1.646
240 -1,7253
264 -1.79
336 -1.9842
408 -24159
Cefazolina + Heparina en Dw. al 5%,
T=35C., 1* QOrden.
1
, L
& -14 1{
B .
£ 181 L
e :
g 22
- ]
[}
26 4 — I + +
-100 0 100 20 300 400
Tiempo (hrs.)

Regresién lineal:

m =-0.00285 hr-'

=-1,08666

r=-0.9742

r‘= 0.9480
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T =50°C.
QORDEN @
Tiempo { tws.) | Concentracion, {(mg./ml.)
o 0.2742
48 0.2209
96 0.1276
168 0,1044
216 0.002
264 0.076

028
E 024
-

o 024
~ 016
[

012
E om
£ 0041

Cofazolina en Sol. Estésil. T =50'C.
Orden 0.

Regresién lineal;

m = -0.00073 mg / mi hr
b =0.2460 mg/ ml
r=-0.9331
ré = 0.8708
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T=50°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracion,

0 -1.2038

48 -1.51

96 -2.0588 ._.
168 -2.2505
216 -2,3858
264 -2.5762

Cefazolina san Sol. Estéril. T=50°C.

1* QOrden.
1.2,
[ ]
144
[ L]
.g 161
£ 18]
£ %2 .
241 .
26 + + } + + . 4
80 (0] 80 100 150 0 0 300
Tiempo (ivs.)
Regresién lineal.
m = -0.0048 hr-!
b=-1.3737
r=-0.9699
1% = (0.9408
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLOGICA.

T =80°C.

ORDEN 0

Tiempo ( hrs.) | Concentracion. (mg./mi. )
0 0.2845
48 0.1404
96 0.0488
168 0.0016

-~ 08 1
Eom
3
e 018
Q

Q12 1
£ 00
g

Q04 1
8

CetazolinaenS.5.F. T=50'C. Orden 0.

80 100 180
Tiempo (tes. )

Regresion lineal.

m=-0.0017 mg/mihr

b=02537 mg/mi

r=-0.9430

14 = 0.8892
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CEFAZOLINA EN SOLUCION SALINA FISIOLQGICA.

T=150°C.
1° ORDEN.
Tiempo { hrs.) In Concentracion,
0 -1.2222
48 -1.963
96 -3.0193
168 -6.4288

in Concantracifn.

Cefazolinaen §.5.F, T =50°C. Orden.
A .
2 =
3 a
4
5
r3
| ]
'7 T L T Al
£0 0 50 100 150
Tiempo (tus.)

Regresién lineal.

m =0.0310 hr

b =-0.7349

r=-0.9674

r4 = 0.9358
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CEFAZOLINA EN DEXTROSA AL §%.

T =50°C.
ORDEN 0
Tiempo (hrs.) | Concentracion, (mg./ml.)
0 0.2169
48 0.0817
86 0.0157
168 0.0132
216 00122

g /ml.)
2 O 9o
8 8§ 3 B

Concantracién. ( mg. /
=3
b4

Cefazolinaen Dw. al 5%. T =560°C. QOrden 0.

8O

Tiempo (hrs.)

Regresion lineal:
m =-0.0008 mg /mihr
b=01561mg/ml___ |
r=-0.8274
12 =0.6845
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CEFAZOLINA EN DEXTROSA AL 5%.

T=50°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracion.
0 -1.5283
48 -2.5047
96 -4.154
168 -4.2886
216 -4.4063

In Concentracidn.

Cefazolina en Dw. SI 5% . Ta50°C.
1* Orden.

8
8

Tiempo (ivs.)

Regresion lineal.
m=-0.0133 hr!
b =-1.9685
r=-0.9034
r¢=0.8161
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN S.SF.

T=50°C.
ORDEN 0.

Tiempo (hrs. )

Concentracién. {mg./ ml.)

0 0.2624
48 0.1076
96 0.0199

Cefazalina + Heparina en S.5.F. T=50°C.

Orden 0.

~ 0871 .

5024

o 02

~ 016

[

0.12 1 -

£ 008

g o

© 0 + + .: 4

25 0 > 0 V) 100 125
Tietwpo (hrs.)
Regresion lineal:

m = -0.0025 mg / ml hr

b=02512mg/ml

r=-0.9874

r<=0.9751
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN S.SF.

T =50°C.

1° ORDEN.

Tiempo ( hrs.)

in Concentracion.

0 -1.3378
48 -2,.2293
96 -3.917

Cefazolina + Heparina en $.5.F. T=50°C.
1* QOrden.
-14 "
[ -181
]
'B -221 "
‘E 26
g s
8
e 34
a8 .
42 + + + + 4
> 0o > 0 100 125
Tiempo (hrs.)
Regresion lineal:
m = -0.0268 hr-!
b =-1.2051
r=-09844
12 = 0,9692
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN Dw AL 5%.

T =50°C.
ORDEN 0.
Tiempo ( hrs.) | Concentracion. (mg./ ml.)
0 0.3353
48 0.1891
96 0.079
168 0.0603
216 0.0537

~ 0367

g &g

Concentracifn. {mg./
o
el

Cefazolina + Heparina en Dw. al 5%.
T=50'C. Orden 0.

Qt
[ ]

006 1 " .
(0] + + + t + 1 + + + 4
S 0 3 8 B 100 125 19 15 20 25

Tiempo (ivs.)
Regresién lineal.

m =-0.0012mg/mihr
b =0.2762 mg / ml|
r=-0.8923
r¢4=0.7961
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN Dw. AL 5%,

T=150°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracion.

] -1.0927

48 -1.6139

96 -2.5383

168 -2.8084

216 -2.9234

Cefazolina + Heparina en Dw. al 5%.
T=50'C. 1* Orden.

]
.g 151 .
i,
8
&
8
£ 25 1 M
]
3 + t t + t + + +
S 0 B S B 100 15 10 1B A0
Tiempo (Irs.)
Regresion lineal.
m = -0,0088 hr-!
b=-1.2611
r=-0.9439
1< =0.8909
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CEFAZQLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T =60°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentracién. {mg./ml.)
0 0.2761
24 0.1569
48 0.0683 -
72 0.032
96 0.0054
168 0.0001

{mg./ml.)
© 9 o © o ©
B3 3 8 ®B

Concantracifn.
g

(=]

Cefazolina en Sol. Estéril. T=60°C. Orden 0.

.

15 190

175

Regres!én lineal:

m =-0.0015 mg /ml hr

b =0.1922 mg/mi

r=-0.8323

r¢ =0.6927
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CEFAZOLINA EN SOLUCION ESTERIL.

T =60°C.
1° ORDEN.
Tiempo ( hrs. ) In Concentracion.
0 -1.2868
24 -1.8517
48 .2.6838
72 -3.442.
96 <5.2213
168 -8.2103

Cetazolina en Sol. Estéril. T=60°C. 1* Orden.

-135 -

0
[ ]
a
E L]
3 6
-]
3
£ 94
-12 + + t + + + 1
5 0 5 0 A 100 13 180 15
Tiempo (hrs.)
Regresién lineal.
m = -0.0483 hr!
b =-0.6628
r=-0.9863
12=0.9727




CEFAZOLINA EN SSF.

T=60°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentracion. (mg./ml.)

0 0.2866

24 0.1206

48 0.0355

72 0.0135

96 0.0022
168 0.0016
192 0.0014

[=] o
2 a R B 8

8

Concantracitn. {mg./ mi. )

CetazolinaenS.5.F.

T=60'C. QOrden 0.

o -

6]0

0 25 S X% 100 15 150 15

g

Tiempo (hrs.)

.l

0

Regresién lineal:

m =-0.0010 mg/ml hr
b=0.1579 mg/ml
r=-0.7258
r2 = 0.5267
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CEFAZOLINA EN SSF.

T =60°C.
1° QRDEN.
Tiempo ( hrs.) In Concentracion,

0 -1.2496

24 -2.1161

48 -3.3382

72 -4,305

96 -6.1192
168 -8.4377
192 -6.5712

In Concentracion.

“BebBubrb

-3

P

e

PR

Cefazolinaen S.S.F. T=60°C.

&

-]

0 7B 100 15 150 15 A

Tiempo (hrs.)

Regresién lineal:

m =-0.0280 hr!

b =-1.8993

r=-09324

r2 = 0.8694
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CEFAZOLINA EN DW. AL 5%.

T =60°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentraclon. ( mg./ml.)

0 0.2334

24 0.0923

48 0.0321

72 0.0162

96 0.0153
168 0.01218

Concentracién {mg. /mi. ).

. 88

8 ¥

o e
N OO

—

Cefazolina en Dw. al §% T =60°C.

Orden 0.

&

t t t

0 s 100 125
Tiempo (ivs.)

10

17

Regresion lineal.

m =-0.00106 mg /mi hr

b=0.1391 mg/ml

r=-0.7282

r<=05302
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CEFAZOLINA EN DW. AL 5%.

T =60°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracidn.
0 -1.455
24 -2.3827
48 -3.4388
72 -4,1227
96 -4,1799
168 -4.4079

in Concantracién
i 56 8ol

= 0
n L

Cefazolina en Dw. al 6% T =60°C.

1* Orden,

0 > Y] s 100 125

Tiempo (hrs.)

10

17

Regresién lineal:

m =-0.01699 hr-1

b =-21757

r=-0.8597.

ré =0.73980
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CEFAZOLINA + HEPARINA ENS.SF.

T=60°C.
ORDEN 0.
Tiempo (hrs.) | Concentracidn. ( mg./ ml.)
0 0.3101
24 0.1496
48 0.0345
72 0.0078

Cefazolina + Heparina en S.S.F. T=60°C.

Orden. O
”~ Qm ]
t 0
.
e 01
£ o024
& 016 .
g 012
o
]
8 0 '
5 0 5 0
Tiempo (hrs.)
Regresién lineal:

m=-0.0042 mg / ml hr
b=0.2787 mg/mi
r=-0,9588
r$=0.9194
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN SS.F.

T=60°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracidn.
v} -1.1708
24 -1.8997
48 -3.3667
72 -4,8408

Cefazolina + Heparina en S.S.F. T =60°C.

1* Qrden.
-1 -
§ 214 )
Q
%
3
g .
8
e4
6 +
> 0 ] 0
Tiempo (tvs.)
Regresion lineal:
m = -0.05199 hr-!
b =-0.9479
r =-0.9895
12 =0.9791
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN DW. AL 5%.

T=60°C.
ORDEN 0.
Tlempo (hrs.) | Concentraclén. {mg./ ml.)
4] 0.2982
24 0.1625
48 0.0692
72 0.0321
[+%) 0.007
168 0.0011

Cefazolina + Heparina en Dw al 5%.
T=60'C. Orden 0.

m =-0.0018 mg/ ml hr
b =0.2036 mg / ml
r=-0,8224
1< =0.6764

~142 -

~ 037 n
57 025 1
€ o021
S 0151 *
‘0
§ a1 .
i 005 -
- ™
8 0 v 4 + 4 LS + + 4
) 0 ) 50 V) 100 125 190 175
Tiempo (irs.)
Regresi6n lineal:
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CEFAZQOLINA + HEPARINA EN DW. AL 5%.

T=60°C.
1° ORDEN.
Tiempo (hrs.) In Concentracidn.
0 -1.2099
24 -1.817
48 -2.6707
72 -3.4388
96 -4.96818
168 -8.7371

Cefazolina + Heparina en Dw al 5%.

T=60°C. 1° Orden.

-1 "
_2 ) -
[
L]
§ 9] .
£
gs .
36
[
=)
-8 ¥ t Las t ¥ t f ]
> \] > 50 ™ 100 15 1 15
Tiempo (trs.)
Regresion iineal.
m = -0.03438 hr
b =-1.1340
r=-08811
2= 09824
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Es importante aclarar que no se trabajé con los resutados obtenidos a la
temperatura de §°C, dado que no se observé Ia degradacion del principio activo durante
el tiempo que duro el estudio. Por tal razon no se consfruyeron graficos que mostraran el

orden de reacclon de la descomposicién pues no hubo tal.

Despues de someter los resultados obtenldos a regresion iineal para Identificar el
orden de reacclén. Se trabajo con las ecuaciones obtenidas en cada caso para calcular
los intervalos que nos Indiquen la amplitud de la banda en donde se encuentran dispersos
los puntos que conforman el grafico para cada sistema. Lo cual se calculé mediante la
sigulente ecuaclén C;=Cp+20+Kt. A continuaclén se muestran estos Intervalos en las

sigulentes tablas,

"ORDEN 0"
[ Cefazolina en Solucién Estéril |
Temperatura Ecuaclén representativa

20°C Ct=02599 +/- 0.0154 +3.3588 x 103 t
35°C Ct=0.3003 +/- 0.0245 +0.0207 ¢
50°C Ct=0.2742 +/- 0.0423 +0.0266 t
€0°C Ct=02367 +/- 0.1118+0.1002t

[ Cefazolina en Solucién Salina Flslolégica. ]
Temperatura Ecuacién representativa
20°C Ct=0.2080 +/- 0.0109 +0.0102 t
35°C Ct=0.2784 +/- 0.0392 + 0.0124 t
50 °C Ct=0.2945 +/- 0.0320 + 0.0565 t
60 °C Ct=0.2866 +/- 0.0248 +0.1878
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Cefazolina en Dextrosa al § %.

Temperatura

Ecuacién representativa

20°C

Ct=0.2929 +/- 1.0714 x 103+ 8,3612x 103t

35°C Ct=0.2919 +/- 6.90x 105 +0.0508 t
50°C Ct=0.2169 +/- 6,884 x 103 + 0.0450 t
60°C Ct=0.2097 +/- 8.206 x 103 +0.1157 ¢

Cefazolina + Heparina en Solucin Salina Fislolégica

|

Temperatura Ecuacién representativa
20°C Ct=0.2813 +/- 0.0101 +2.9444 x 103t
35°C Ct=0.3128 +/- 0.0119+0.0146
50 °C Ct=0.2624 +/- 0.0482 +0.0933 t
60°C Ct=0.3101 +/- 00318 +0.2017¢

Cefazalina + Heparina en Dextrosa al 5 %.

Temperatura Ecuaclén representativa
20°C Ct=0.2848 +/- 5614x 104 +3.6158 x 10-3¢
3H°C Ct=0.2932 +/- 4406 x 10-4 +7.4361x 103t
50 °C Ct=0.2939 +/- 0.0102 +0.0314 t
§0°C Ct=0.2982 +/- 1.0062 x10-3 +0.13576 t
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"1° ORDEN"

Cefazolina en Solucién Estéril.

Temperatura Ecuaclén representativa
20°C Ct=-1.3475 +/- 0.0598 +4.8956 x 103 ¢
35°C  * | Ct=-1.2003 +/- 0.0815 +0.0715¢
50°C Ct=-1.2867 +/- 0.1511+0.1071 ¢
60°C Ct=-1.4730 +/- 05274 +1.9168¢

| Cefazolina en Soluclén Salina Fisloldgica.

o Temperatura Ecuaci6n representativa
: 20°C Ct=-1.2413 +/- 0.0375+0.0126 ¢
: 35°C Ct=-1.2812 +/- 0.1440 + 0.0454 t
: 50 °C Ct=-12236 +/- 0.1074 +0.2734 t
60°C Ct=-1,2503 +/- 0.0869 +1.0843 ¢

Cefazolina en Dextrosa al 5 %.

! Temperatura Ecuacién representativa

20°C Ct=-1,2297 +/- 0.1265 +0.0203 t
35°C Ct=-1.2312 +/- 0.0333 + 0.06802 ¢
T 50°C Ct=-1.5508 +/- 0.4166 + 033401
‘ 60°C Ct=-1.5910 +/- 0.4744 + 0.8593 ¢
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Cefazolna + Heparina en Solucién Salina Fisioldgica.

Temperatura Ecuacidn representativa
20°C Ct=-1.2683 +/- 0.0363 +2.9444 x 103t
35°C Ct=-1.1622 +/- 0.0384 +0.0146
50°C Ct=-1.3420 +/- 0.1897 +0.0933 t
60°C Ct=-1.1721 +/- 0.1037 +0.2017

Cefazolina + Heparina en Dextrosa al 5 %.

Temperatwa Ecuacidn representativa
20°C Ct=-1.2222 +/- 0,0013 + 0.0125 ¢
35°C Ct=-1.2275 +/- 0.0727 + 0.1153 ¢
50°C Ct=-1.2476 +/- 0.4346 +0.1221 t
60°C Ct=-12195 +/- 0.1203 + 0.2223
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De lo anterior, se pudo observar que los datos de la regresién lineal, sugieren tanto
fa cinética de orden 0 como la cinética de primer orden en su degradacién. Ya que al
observar la tendencia de los graficos para ambas cinéticas y los valores de regresién
fneal, estos no presentan diferancias significativas que nos orenten sobre un
comportamiento en particular. Por to tanto ahora se toman las K (constantes de

degradaci6n) en cada caso para trabajar con la ecuaclén de Arthenius como se muestra
ahora: (7)
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GRAFICOS PARA LA ECUACION DE ARRHENIUS

CEFAZOLINAEN S.E. ORDEN 0.

1/ Temperatura In K
0.0034128 -9,5670
0.0032467 <7.7752
0.,0030959 -7.2224

0.003003 -6.6022

Ecuacion de Arrhenius Cetazolina
en Sol. Estéril.  Oiden 0.

8 -
€
L
x 7 *
LN "
:}
L}
-10 + + + + + {
Q09 008 Q081 OMXR 008 Q004 0006
uT
Regresion Lineal
b= 14.9692
m= -7128.10 °K
1= -0.9781
2= 0.9567
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CEFAZOLINAENS.SF.

ORDEN 0.

1/ Temperatura n K
0.0034129 -8.9479
0.0032467 -7.5426
0.0030959 -6.3771

Ecuacion de Arthenius Cefazolina

en
S.S.F. Qcden 0.
°]
]
=74
¥
3 | ]
-8 1
9 : ‘ + '
Q00306 000315 Q006 [plece Q00346
uT
Regresion Lineal
b= 187681
m= -8115.64 °K
r= -0.9996
2= 0.9993

-150-




CEFAZOLINA EN Dw. AL 5%

ORDEN 0.

1] Temperatura In K
0.0034129 -9.1150
0.0032467 -7.6211
0.0030959 -7.0242

0.003003 -6.8494

Ecuacién de Arrhenius Cefazaolina en

151 -

Dw al 5%. Orden 0.
-85
[ ]
o -5 -
£
'&5 4
o Q00 Qoo Qo33 QoM
uT
Regresion Lineal
b= 154806
m= -7178.24 °K
r= -0.9881
2= 0.9764



CEFAZOLINA + HEPARINAENS S F.

ORDEN 0.

1/ Temperatura In K
0.0034129 -8.3157
0.0032467 -7.3082
0.0030959 -5.39795
0.003003 -54584

Ecuacibn de Arhenius Cefazolina +
Hepaiina en SSF. QOiden 0.

NI
85 4
¥
£ 95 ’
85
‘35 + : "N i .
Qom 00081 o2 0003 000se
urv
Regresion Lineal
b= 23.2566
m= -9490.81 °K
r= -0.9908
o= 0.9817
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CEFAZQLINA + HEPARINA EN Dw. AL 5%

ORDENO.

1/ Temperatura In K
0.0034129 -9.2103
0.0032467 -7.5426
0.0030959 -6.7254
0.0030000 -6.4377

Ecuacion de Arrhenius Cefazolina +
Heparina en Dwal5%  Orden 0.

55
_,65 L}
-
»
235 .
85
-
285 + + 4 +
0008 00031 (10017 00083 00034
T
Regresion Lineal
b= 38.3745
m= -14004.96 °K
r= -0.9851
2= 0.9704
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CEFAZOLINA EN SE

1° ORDEN.

1/ Temperatura In K
0.0034128 -8.0789
0.0032467 -6.1376
0.0030059 -5.3287

0.003003 -3.0297

Ecuacién de Anthenius Cefazolinaen SE

1* Orden,
21
-3 1 [}
4
M 5 »
[ 3
£ 5 .
<7
-8 ™
L] t + t t
Qoes Qo3 (1Ta o] Q004 00036
"uT
Regresion Lineal
b= 302771
m= -11281.79 °K
r= 09674
2= 09359
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CEFAZOLINAEN S.SF.

1* ORDEN.

1/ Temperatura n K
0.0033128 -7.5426
0.0032467 -5.6549
0.0030959 -3.4715

inkK

Ebbh&bﬁ&b&

Ecuacidén de Arrhenius Cefazolina en
S.5.F. 1* Orden.

Q003 000 Q00%
uT

Regresion Lineal
b= 38.1237
= -12817.39°K
r= -0.9978
1£=_ 0.9951
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CEFAZOLINA EN DW AL 5% 1° ORDEN.

1/ Temperatura In K
0.0034128 -7.7062
0.0032487 -5.7352
0.00300959 -4.3177

0.003 -4,0761

aK

gbbh&t‘n&bﬁg

Ecuacién de Arthenius Cetazolina en
Dw al 5%. 1' Qrden.

Hv

Q0B Qoo Q0034 Q008

Regresion Lineal
b= 23,6518
m= -9126.58 °K
r= -0.9826
r{= 0.9658
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CEFAZOLINA + HEPARINAEN S.SF.

1° ORDEN.

1/ Temperalura In K
0.0034129 -7.9865
0.0032467 -5.3185
0.0030959 -3.6167

0.003 -2.9567

Ecuacion de Archenius Cefazolina +
Heparina en S.5.F. 1° Orden.

?]
3 .
]
4
™ 5 L]
£ s
&
8 »
9 ¥ + }
aoces Qoo Q0082 Qosd
"urT
Regreslon Lineal
b= 3445
m= -12364.95 °K
r= -0.0894
2= 09789
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CEFAZOLINA + HEPARINA EN Dw AL 5%

1/ Temperatura In K
0.0034129 -7.902
0.0032467 -5.8604
0.0030959 -4.749

0.003 -3.3699

Ecuacién de Arrhenius Cefazolina +
Heparina en Dw al 5%. 1°* Qrden.

2
-3
a
-4 1
EYS 5 .
£ 5 a
A
-8 [ ]
) + + + 1
Qoes a0 ams Q004 00038
uv
Regresion Lineal
b= 28.32
m= -10595.18 °K
r= -0.9936
ré= 0.9873
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Con los datos anteriores se puede calcular la Ea ( Energla de activacion. que
enseguida presentamos.

Tomando el valor de la pendiente de cada regresién lineal, sustituimos en la
sigulente frmula:

Eq
M= ——
R

Y al despejar obtendremos el valor de la energla de activaclén Ea para cada tipo
de sistema:

~Ea=mR

Otro calculo importante a realizar es el de tvo para cada uno de los sistemas a sus
diferentes temperaturas.

Para el caso de las temperaturas de 20, 35, 50 y 60°C se trabajo la siguiente
formula:

0.105

190 =2 e

Ky

Slendo K1 la constante de degradaclén para cada sistema en la comespondiente
temperatura.
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Pero para la temperatura de 5°C dado que ho se ohtuvieron regresiones lineales,
se trabajé con ia ecuacién de Arthenius para despejar de ahl [a K1 carrespondiente y

después sustituir en la férmula con que ya se trabaj6 para las otras temperaturas.

hK::lnA——lEﬂO-l-
R T

En esta formula se sustituyen los valores de In A y Ea para cada tipo de sistema y
T=5°C de esta forma se despeja y resuelva la ecuacién para obtener K.

_Eagl
K:e(lnA R T)

Una vez obtenidas las K1 se sustituyen en la férmula:

0.105

Ioo=

(26)
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RESULTADOS OBTENIDOS PARA 10 ORDEN

Tipo de Ea
Sistema | (kcal / mol)
Cefazolina en 22.37
Sol. Estéril
Cefazolinaenf 2546
S.SF.
Cefazolina en 18.13
Dw.
Cefazolina + 24 56
Hep. en S.SF,
Cefazolina + 21.05
Hep. en Dw,
Temperatura 5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
de estudio
Tipo de K1 K1 K1 K1 Ky
sistema, (hrs. -Y) (hrs. -1) (hrs. -1) (hrs. -1) {hrs. -1)
Cefazolina en | 3.5968 x105 ) 0.00031 0.00216 0.00485 0.04833
S.E.
Cefazolina en | 4.6235 x105| 0.00053 0.0035 0.03107 0.02807
S.S.F.
Cefazolina en | 1.0334 x104| 0,0004 0.0032 0.1333 0.01699
Dw.
Cefazolina + | 5.3528 105} 0.00034 0.0049 0.02687 0.05199
Hep en S.S.F.
Cefarolina + | 5.5629 x10-5! 0.00037 0.0028 0.00866 0.03439
Hep en Dw.,
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Temperatura 5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
de estudio
Tipo de too teo too too too
gistema. (dlas) (dlas) (dlas) (dlas) (dlas)
Cefazalinaen| 121.63 14.11 2,02 0.80 0.08
S.E
Cefazalina en 94.62 8.25 1.25 0.14 0.15
S.S.F.
Cefazolina en 42.33 10.93 1.36 0.32 0.25
Dw.
Cefazolina + 81.73 12.86 0.89 0.16 0.08
Hep en S.S.F.
Cefazolina + 78.64 11.82 1.56 05 0.12
Hep en Dw.

RESULTADOS OBTENIDOS PARA ORDEN 0

Tipo de Ea
Sistema (kcal / mal)
Cefazolina en 14.16
Sol. Estéril
Cefazalina en 16.12
S.SF.
Cefazolina en 14.26
Dw,
Cefazolina + 18.85
Hep.enS.S.F.
Cefazalina + 27.82
Hep. en Dw.
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Temperatura 5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
de estudio
Tipo de Ko Ko Ko Ko Ka
sistema. {mg/mthr) | (mg/mihr) | (mg/mihr)) (mg/mihr} | (mg/mlhr)
Cefazolna en| 2.32x 105 | 7.00x105 | 42x104 | 7.3x104 | 1.5x 103
S.E.
Cefazolnaen| 2.82x 105 | 1.39x104 | 65x104 | 16x103 | 1.0x103
S.SF.
Cefazolinaen| 5.06x 105 | 1.00x104 | 51x104 | 84x104 | 1.06 x 103
Dw.
Cefazolina+ | 1.88x105 | 850x105 | 6.6x104 | 25x103 | 425x 103
Hep en S.S.F.
Cefazolina + | 556 x106 | 1.00x 104 | 52x104 | 12x103 | 16x103
Hep en Dw.
Temperatura 5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
de estudio
Tipo de too too too too teo
sistema. (dlas) (dlas) {(dlas) (dlas) (dlas)
Cefazolina en 53.69 15.24 2.86 1.40 0.0008
S.E
Cefazolina en 4148 8.268 2.19 0.66 0.65
S.SF.
Cefazolina en 24.05 12.20 226 0.75 0.36
Ow. .
Cefazolina + 64.11 13.78 1.98 0.41 027
Hep en S.S.F.
Cefazolina + 225,75 12.28 2.45 0.96 0.53
Hep en Dw.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO.

" ANALISIS DE VARIANZA POR BLOQUES AL AZAR "

Temperatura Orden 0 1° Qrden
5°C 2.7340 1.6919
20°C 1.7407 1.5074
35°C 18.8385** 18.8957**
50°C 44,0089*** | 40.9563***
60°C 21334 5.5470*
*  Significativa
** Muy Significativa
*** Aitamente Significativa
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" ANALISIS POR COMPARACIONES MULTIPLES "

" RESULTADOS PARAORDENO "

Comparacion 5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
Cef+SE=Cef+SSF No se No se Se Se No se
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SE=Cef+Dw No se No se Se Se No se
rechaza | rechaza {rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SE=Cef+tHep+SSF Nose | Nose Se Se Se
rechaza | rechaxa | rechaza | rechaza ; rechaza
Cef+SE=Cef+Hep+Dw No se Nose Se Se No se
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SSF=Cef+Dw No se Nose | Nose | Nose No se
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SSF=Cef+Hep+SSF Nose | Nose | Nose | Nose No se
rechaza | rechaza| rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SSF=Cef+Hep+DwW Nose | Nose | Nose Se No se
rechaza | rechaza| rechaza | rechaza | rechaza
Cef+Dw=Cef+Hep+SSF Nose | Nose | Nose | Nose No se
rechaza | rechaza| rechaza | rechaza | rechaza
Cef+Dw=Cef+Hep+Dw Nose | Nose | Nose Se Nose
rechaza | rechaza| rechaza | rechaza | rechaza
Cef+Hep+SSF=Cef+Hep+Dw | Nose | Nose Se Se Nose
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza .
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RESULTADOS PARA 10 ORDEN

Comparacion 5°C 20°C 35°C 50°C 60°C
Cef+SE=Cef+SSF Nose | Nose Se Se No se
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SE=Cef+Dw No se No se Se Se No se
rechaza | rechaza| rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SE=Cef+Hep+SSF Nose | Nose Se Se |se
rechaza | rechaza| rachza | rechaza |rechaza
Cef+SE=Cef+Hep+Dw Nose | Nose Se Se No se
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SSF=Cef+Dw Nose | Nose | Nose No se No se
rechaza | rechaza| rechaza | rechaza | rechaza
Cef+SSF=Cef+Hep+SSF Nose | Nose Se No se No se
rechaza | rechaza| rechaza| rechaza | rechaza
Cef+SSF=Cef+Hep+Dw Nose | Nose | Nose Se Nose
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+Dw=Cef+Hep+SSF Nose | Nose Se No se 8e
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+Dw=Cef+Hep+Dw Nose | Nose | Nose Se No se
rechaza | rechaza | rechaza | rechaza | rechaza
Cef+Hep+SSF=Cef+Hep+Dw [ Nose | Nose Se Se Se
rechaza | rechaza { rechaza | rechaza | rechaza
(9,25y 33).
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los métodos espectrofotométricos en general han permitido realizar mediclones de
manera facll y rapida con una precisidon excelente en muchos casos, pero en otros
carecen de significancla. Esta es el caso de la Cefazolina sédica, ya que su astudlo
espectrofotométrico no nos demuestra sl la Cefazolina sbdica es estable o no, lo cual
puede deberse a la Influencla de los disolventes , al pH, la temperatura y otras variables
de la solucién sobre su espectro de absorcién. Ofra justificante puede ser el que
sustanclas muy distintas pueden dar espectros UV casi Idénticos, por lo cual se hace el
método poco especifico debldo a que posiblemente se sumaron las absorbanclas de la
cefazolina sddica con sus productos de degradacién y dsta era la medicidn que se
obtenia, (o cual es justificable ya que Ia absorbancia es una propledad aditiva (23).

Se decidi6 utiiizar los métodos de cromatografia de liquidos de alta resoluclén y
espectrofotometria UV/Visible, por varias razones: son métodos ampliamente conocidos y
utillzados para estudios de establiidad, ademéds en el area donde se reallzaron los
esfudios correspondientes a este frabajo, se tenia la disponibilidad del instrumental
necesarlo para frabajar con dichos métodos; por otra parte, en base a la hemerografla
consultada, se comprob6 que el método cromatografico, se utiliza para realizar estudios
de establiidad correspondientes a cefalosporinas y olros antibléticas, dentro de los cuales
se encuenfra clasificada nuestra sustancla de estidio; en cuanto ai método
espactrofotométrico, se propuso su utiitzaclén porque es un método analitico basico en el

esfudio de diferentes sustanclas.
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En cuanto al pH, no hubo camblos notables a 5°C, a los 20°C ya se comenzaron a
detectar algunos camblos importantes para las soluclones preparadas conS.SF.ySE.y

mientras mayor fue la temperatura mayor el cambio en el pH registrado para cada
solucidn.

La cromatograffa de llquidos de alta resoluclén realizada a la cefazofina a
diferentes temperaturas demostré que su concentracién se iha decrementando conforme
al iempo y que la temperatura ejercia una influencla en cada una de las soluciones, ya
que conforme se incrementaba ésta, tamblén disminuia la concentraclén de cefazolina
contenida en cada una de las soluciones a medida que transcunia ef tiempo. Estos datos
fueron fundamentales para determinar el orden de reacclén que informaba el
comportamiento de degradacién de la cefazolina, ya que al someter los datos a una

regresion lineal y por el comportamiento de los graficos no fue posible determinar un
orden de reaccion.

En relaclén a los plcos cromatograficos, se realizaron pruebas con
diferentes condiciones, establecidas previamente en el cromatdgrafo, y se decidid
trabajar con las utiiizadas para obtener los cromatogramas presentes, debldo a que con
dichas condiclones, los picos més pequefios fueron faciimente detectables, lo que nos
ayudd a visualizar la degradacion de algunos productos que de ofra manera, por ser tan
péqueﬂo no podria haber sido evidente; en cuanto al pico cromatogréfico representativo
de la cefazolina, se observd que los resultados obtenidos en cuanto al tiempo de
retenclén y drea, no cambieron con las diferentes condiclones probadas por fo que se
decldié que las condiclones elegldas para el estudio reafizado, cumplian con los

requerimientos de nuestro trabajo.
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En cuanto a la compatbilidad de los farmacos Cefazolina y Heparina,
fisicoquimicamente no se observaron camblos al momento de realizar la mezcla, es declr,
no cambl6 la apariencla de la solucién, no hubo ni precipitacién, ni camblo de color, de pH
o enturbiamiento; sin embargo, a medida que franscurrl6é el tiempo, las muestras que
contenlan Dw 5% sometidas a temperaturas altas (50 y 60°C) presentaron un camblo de
coloracion de transparentes e Incoloras a un amariiio que finalmente liegé a ser de color

café, lo cual puede Indicamos la descomposicién de la dextrosa.

Basandonos enlos cromatogramas obtenldos es posible observar que la presencla
de la Heparina en la soluclén no altera el pico representativo de la Cefazolina; por otfa
parte, notamos que al comparar {a establiidad que presentaron las soluciones, las que
contenfan Heparina fueron mas estables que las que no la contenlan.

Cabe sefialar que los cromatogramas mostraron la formaclén de productos de
degradacion de la Cefazolina, ya que conforme disminula el 4rea del pico representativo
de 1a Cefazolina, emerglan de el otros picos que Iban creclendo; sin embargo no fue
posible su caracterizacion,
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* CONCLUSIONES *

Se concluye que el especirofotdmetra UV / VISIBLE por st solo no fué un
Instrumento adecuado para la realizacién de los objetivos planteados.

Despues de analizar los resuttados obtenidos se afirma que la Cefazolina en
solucién presenta una establidad bastante aceptable. Al reportar los sigulentes ty a
temperatura ambiente para orden 0 y 1° orden respectivamente:

Cefazolina en S.S.F. tyy = 9.26 dias

Cefazolina en Dw 5% typ = 12.20 dias

Cefazolina + Heparina en S.S.F. tyg = 13.78 dlas
Cefazolina + Heparina en Dw 5% tgp = 12.28 dias
Cefazolina en S.S.F. tgg = 8.25 dias

Cefazaiina en Dw 5% tg) = 10.93 dfas

Cefazoiina + Heparina en $.S.F. {gg = 12.86 dlas
Cefazolina + Heparina en Dw 5% tgg = 11.82 dlas

Para determinar la establiidad de la Cefazolina se estudid y analizé el orden de
reaccién de esta en las diferentes solucitnes.

Al realizar el esmdio‘estadlsﬂco, para ambos ordenes se presentaron diferenclas
significativas entre las soluclones a 35°C y 50°C y solamente para ¢l 1° Orden a 60°C se
detecté una minima diferencia. Por medio de lo anterlor se confirma que a temperaturas
mayares de 35°C la establiidad de Cefazolina fue muy variable entre las diferentes

soluclones de estudio.
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GLOSARIO

Absorbancla : A, es el logaritmo en base 10 del reclproco de latransmitancia, T, en el

que el disolvente puro es el material de referencla; esto es:

A=logiyp1/T=-ogy T (28).

Aforar : Llevar una soluclén a un volumen determinado

Amortiguar : Mantener una soluclén en un Intervalo de pH determinado

Dw 5% : Soluclén glucosada al 5%

H.P.L.C. : Cromatografia llquida de alta resoluclén. Sus siglas en espafiol son C.LAR.

pero no se sustituyeron en lugar de H.P.L.C. porque C.L.A.R. no es un término

muy conocldo en el medlo clentifico.

IM. : Intramuscular

V. : Intravenoso (a)

M.LV. : Mezcla Infravenosa.

S.E. : Soluclén Estéril.

-171 -

e



Solubllidad : Cuando un sélido en exceso se pone en contacto con un lfquido las
moléculas que |a forman son removidas a la superficie hasta que se

establece un equllibrio entre las moléculas del s6lido y el liquido (7).

8.8.F. : Soluclén Salina Fislol6gica

tgg : Tlempo en el cual un madicamento ha perdido el 10% de su concentraclon Iniclal.
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