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INTRODUCCION

Los copolimeros no iénicos de la serie Amberlita XAD, se caracterizan por
poseer una gran superficie especifica, estructura porosa rigida y ser buenos
adsorbentes para una gran variedad de sustancias organicas. En los tltimos
afios se han publicado numerosos trabajos que describen el aislamiento de
drogas, esteroides, carotenoides y otros compuestos de interés biolégico a
partir de orina o sangre, utilizando columnas formadas por macroparticulas de
resinas XAD. Igualmente, también se han descrito el empleo de los copolime-
ros XAD para la separacién de impurezas procedentes de disoluciones acuosas
de diferentes procedencias.

Las resinas XAD se han usado poco en cromatografia de liquido, si bien
recientemente se han publicado algunos trabajos que describen su empleo
como fases estacionarias en cromatografia liquida de alta presién para la
separacion de sulfamidas, derivados del fenol, 4cidos, etc.8,3,7.

El objeto del presente trabajo es estudiar los parimetros que influyen en
la adsorcién de las cefalosporinas y penicilinas por las resinas XAD. Los datos
obtenidos podrin servir de base para la prediccién de las condiciones éptimas
de aislamiento de estas sustancias, asi como para la seleccién de las resinas y
de las condiciones iniciales para la separacién cromatogréfica de las penicili-
nas y cefalosporinas.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos

Todas las sustancias quimicas empleadas fueron calidad «reactivo anali-
sis» y se emplearon tal y como fueron suministradas.

An. Fac. Vet. Leén, 1979, 25, 31-42.
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Cefalosporinas y penicilinas empleadas

Todas ellas han sido gentilmente suministradas por los Laboratorios de
Investigacién de Antibiéticos, S. A.

Se han empleado: 6-amino-3,3 dimetil-7oxo-4tia-1-azabiciclo (3.2.0.) hep-
tano-2carboxilico, mas frecuentemente llamado 4cido 6-aminopenicildnico (6-
APA). Acido 3(acetoximetil)-7-amino-8oxo-5tia-1-azabiciclo (4.2.0.) oct-2-en-
2carboxilico, también llamado 4cido 7-aminocefalosporanico (7-ACA). Acido
3-metil-7-amino-8oxo-5tia-1-azabiciclo (4.2.0.) oct-2-en-2carboxilico, llamado
también acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico (7-ADCA). 6-fenilacetamidopeni-
cilinato potasico (penicilina G, PG). 6-fenoxiacetamidopenicilinato potésico (Peni-
cilina V, PV). 6-(D(-) o-aminofenilacetamido) penicilinato sédico (Ampicilina,
AS). T-fenilacetamidodesacetoxicefalosporinato potasico (7-FADCK). Monohidra-
to del acido 7(D(-) o-aminofenilacetamidodesacetoxicefalosporanico (Cefale-
xina, CFX). Sal sédica del dcido 7(2-tienilacetamido) cefalosporanico (Cefalotina,
CFT). 7-(2-tienilacetamido)-3-(1-piridimetil)-3-cefen-4-carboxilico-betaina  (Cefa-
loridina, CFLR). 7-D-5-amino-5-carboxivaleramido-3-desacetilcefalospordnico
(Desacetilcefalosporina C). 7-D-5-amino-5-carboxivaleramidocefalosporanico, sal
sédica (Cetalosporina C, CC). (6-R-trans)-3( (Smetil-1.3.4. tiadiazol-2il)tio)metil)
8oxo-7-(  (1-H-tetrazol-1-il)acetil}-amino)-5-tia-1-azabiciclo (4.2.0.) oct-2-en-2car-
boxilico, sal sédica (Cefazolina, CFZ).

Resinas

Se han empleado resinas Amberlitas XAD-2, XAD-4 y XAD-8 suministra-
das por Rohm and Haas Chemical Company, como esferas de 20-60 mallas.
Las resinas se lavaron reiteradamente en un extractor Soxhlet con metanol
hasta que el metanol de lavado se comportase al U.V. como el metanol inicial.
Posteriormente se secaron al aire y finalmente a vacio (2-7 mmHg) a la
temperatura de 100°C durante 24 horas.

Aparatos

Hemos empleado los siguientes: Espectrofotémetro U.V. Espectronic-700.
Peachimetro Crison Digit 501. Bafio termostatico con agitacién Julabo Parat-
herm II.

Determinacion de los coeficientes de reparto

Se cnloca en un erlenmeyer de 100 cc provisto de tapén, un gramo de
resina seca, 5 ml de alcohol y 45 ml de la apropiada disolucién de la cefalospo-
rina o penicilina en el biffer del pH y fuerza iénica requerido. La concentra-
cién de cefalosporina fue de 1,5 mg/ml, mientras que la de penicilina fue 3
mg/ml. Dichas concentraciones estin sobre la parte lineal de la isoterma de
adsorcién.
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Los patrones se preparan de la misma forma pero sin resina.

Muestra y patrén se ponen en agitacién a la temperatura de 25°C + 1°C
durante 45 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se toman alicuotas de la
muestra y el patrén determindndose su concentracién espectrofotométrica-

mente.
El valor de Kb se calcula mediante la expresion:

(Volumen de disolucién) (Peso de soluto adsorbido sobre la resina)

Ko (Peso de resina) (Peso de soluto en disolucién)
Previamente se determiné que pricticamente no habia variaciones en los
valores de Kb siempre que se mantuviese un tiempo de contacto minimo de 45
minutos. Se adopté 45 minutos como tiempo de contacto.
Debido a que el coeficiente de extincién de las penicilinas es considera-
blemente mas pequefio que el de las cefalosporinas, para analizar aquellas fue
necesario emplear el método hidroxamico?.

Determinacién de pK aparentes

Para poder determinar los coeficientes de reparto de las distintas formas
moleculares de las penicilinas y cefalosporinas, necesitamos conocer los pK
aparentes de ellas en las condiciones de nuestro trabajo. Dichos pK fueron
determinados por nosotros, mediante el método potenciométrico, en un trabajo
anterior®.

Andlisis de los datos experimentales

El anélisis numérico de los datos experimentales se realizé con la ayuda
de una calculadora Texas Instruments TI-59, especialmente programada por
nosotros para un ajuste mediante minimos cuadrados no lineales de las ecua-
ciones que definen Kb en funcién de la concentracién de iones hidronio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los copolimeros XAD se suministran en forma de particulas esféricas de
un tamaino medio alrededor de 50 mallas. Dichas particulas esféricas estian
formadas a su vez por microesferas fundidas. Esta especial estructura les
proporciona una macroporosidad, debida a los espacios libres entre las mi-
croesferas, y una microporosidad debida a los microporos de la propia matriz
del gel que forman las microesferas.

Las diferencias entre las distintas resinas XAD radican en la diferente
naturaleza de los monémeros empleados, asi como en el grado de entrecruza-
miento, todo lo cual le comunica a cada tipo distintas polaridades, superficies
especificas y didmetro de poro.

Tanto los estudios de las isotermas de adsorcion como de las propiedades
termodindmicas de las interacciones de los solutos con las resinas XAD sugie-
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ren que las uniones entre las moléculas orginicas y los copolimeros XAD se
realizan a través de fuerzas de adsorcién.

Las interacciones entre el soluto (disolvente)-copolimero cumplen un am-
plio intervalo que va desde interacciones hidrofébicas-hidrofilicas a interaccio-
nes hidrofilicas-hidrofilicas. Las resinas XAD-1, XAD-2 y XAD-4 de naturaleza
no polar dardn fundamentalmente interacciones del primer tipo, mientras que
en las resinas XAD-9 y XAD-11 integradas por copolimeros mds polares
predominarén las interacciones del segundo tipo. Los copolimeros de polaridad
intermedia XAD-7 y XAD-8 podran dar lugar a ambos tipos de interacciones.

Mediante la técnica en «batch» se han determinado los coeficientes de
reparto de las penicilinas y cefalosporinas indicadas anteriormente, asi como
de los &cidos 6-aminopenicilénico, 7-aminocefalospordnico y 7-
aminodesacetoxicefalospordnico sobre resinas XAD-2, XAD-4 y XAD-8 en una
gran variedad de condiciones experimentales. Los resultados obtenidos estin
agrupados en la Tabla I.

TABLA 1
Coeficientes de reparto en mezclas agua-metanol al 10 % v/v de penicilinas y
cefalosporinas sobre XAD-4 (t* = 25 + 1°C,I = 0,15)

pH
Com-

puestos 1,3 2,3 2,8 3,7 4,7 5,5 6,0 6,8 7,6 8,6
7-ACA 12,1 12,3 12,8 14,3 15,2 15,3 16,2
7-ADCA 11,1 5,10 6,43 6,89 6,25 5,34 4,42

CFX 114 104 102 101 103 124

AS 69,1 48,6 40,3 39,1 50,1 62,7 73,7
7-FADCK 2.210 2.130 1.310 604 559 429

CFT 1.810 1.190 177 126 186 191

CFZ 194 103 9,8 85,5 97,5

CFLR 383 350 331 301 274 263 281 257

PGK 1.150 751 80,2 81,1 76,4 62,3

PV 2.590 108 106 96,6 86,8

Las diferentes penicilinas y cefalosporinas son retenidas con diferente
intensidad por las resinas, lo que demuestra ciertas preferencias de las resinas
sobre algunas moléculas o grupos. Las moléculas con partes potencialmente
cargadas son menos retenidas. Sin embargo, la retencién no sigue exacta-
mente el mismo orden que la acidez.

Como puede verse en la Tabla I la adsorcién de las penicilinas y cefalos-
porinas es notablemente superior a la de sus ndcleos, los acidos 7-
aminocefalospordnico, 7-aminodesacetoxicefalosporinico y 6-
aminopenicildnico. Dentro de estos, es el 7-ACA el mis retenido. Aunque no
se han determinado los valores de Kb para el 6-APA, si hemos encontrado que
la adsorcién del 6-APA es inferior a la del 7-ADCA < 7-ACA.

La acilacién de los grupos amino del 7-ADCA y del 6-APA con cadenas
laterales aromaticas conducen a moléculas fuertemente adsorbidas. Tal es el
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caso del 7-fenilacetamidodesacetoxicefalosporina y de la bencilpenicilina. Me-
rece destacarse que las desacetoxicefalosporinas son mas adsorbidas que las
correspondientes penicilinas. La acilacién del 6-APA con un radical fenoxiace-
tilo conduce a la penicilina V que es considerablemente mis retenida por la
resina XAD-4 que la penicilina G (fenilacetamidopenicilina). La introduccién
de un grupo amino en la cadena lateral de penicilinas o cefalosporinas conduce
a una molécula considerablemente mis polar y consecuentemente menos
retenida. Compdrense los Kb anteriores con los de la ampicilina y cefalexina.
También en este caso son mds retenidas las desacetoxicefalosporinas (cefale-
xina) que las correspondientes penicilinas (ampicilina).

De las cefalosporinas estudiadas la mds adsorbida es la cefazolina, espe-
cialmente en su forma indisociada.

La influencia de la polaridad de la molécula sobre el valor del coeficiente
de reparto se pone una vez mis de manifiesto en los valores de los coeficientes
de reparto de la cefalotina y cefaloridina. La cefaloridina se diferencia de la
cefalotina en que en la posicién 3 del anillo de tiacina hay un grupo piridinio
cargado en lugar de un grupo acetoxi, por lo que a los pH de nuestro estudio
sélo puede estar en las formas catiénicas o de zwitterion, ambas cargadas y
consecuentemente muy polares, lo que hace que la adsorcién de la cefaloridina
por la resina sea considerablemente inferior a la de la cefalotina.

El caso de la adsorcién comparativa de la cefalosporina C y de la desace-
tilcefalosporina C tiene especial importancia porque en los caldos de fermen-
tacién de la cefalosporina C frecuentemente estd presente la desacetilcefalos-
porina C en cantidades importantes. Como puede verse en la Fig. 1, por
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Figura 1.~Influencia del pH sobre la adsorcién de la cefalosporina C y de la desacetilcefalos-
porina C por resina XAD-4 en mezclas agua-metanol al 10 % viv (T = 25°C = 1°C, I = 0,15).
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encima de pH 5 ninguna de las dos sustancias es pricticamente adsorbida. A
medida que el pH disminuye la adsorcién de las formas indisociadas va
aumentando, pero este aumento es considerablemente mayor para la cefalos-
porina C que para la desacetilcefalosporina C.

Influencia del pH

Las cefalosporinas y penicilinas tienen todas, por lo menos un grupo
carboxilico y algunas poseen ademds un grupo amino. Por tanto, dependiendo
del pH, la carga de la molécula cambiara y consecuentemente se vera afectada
la adsorcién de estas sustancias sobre las resinas XAD.

Los valores de los Kb a diferentes pH para cada una de las cefalosporinas,
penicilinas, 7-ACA y 7-ADCA para resina XAD-4 en mezclas agua-metanol al
10 % vIv (T = 25°C + 1°C, I = 0,15) estin recogidas en la Tabla I.

Todas las cefalosporinas y penicilinas que tnicamente tienen un grupo
carboxilico en su molécula se comportan de forma semejante al representado
en la Fig. 2 para la cefazolina. Como puede verse la curva Ko/pH toma la
forma de una curva de valoracién dcido-base. Para pH bajo, donde las cefalos-
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Figura 2.-Adsorcién de la cefazolina por las resinas XAD-8 (o), XAD-2 (o) y XAD-4 (C]) en
mezclas agua-metanol al 10 % viv (T = 25°C + 1°C, I = 0,15).
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porinas o penicilinas estan en forma indisociada la adsorcién es practicamente
constante y alta; por el contrario, a pH alto las moléculas de cefalosporinas y
penicilinas estdn cargadas negativamente y son muy poco adsorbidas por las
resinas apolares. El punto de inflexién corresponderd al pK y los valores
encontrados a partir de esta curva estin en buena concordancia con los
hallados experimentalmente mediante el método potenciométrico.

Puesto que las cefalosporinas y penicilinas consideradas anteriormente
son acidos débiles de constante de disociacién Kai, los valores de Kb pueden
calcularse en funcién del pH segiin?, mediante la relacién:

[AH]R -V ) 1 + [A_]R -V 1
[l W Ka [ lew ]

[17] K.

donde «V» es el volumen de disolucién, «W» el peso de resina en contacto con
la disolucién, (AH) y (A") representan las concentraciones de penicilina o
cefalosporina en las formas indisociada y ani6nica respectivamente, sobre la
resina «R» o en la disolucién «S». Kan y Ka- son los coeficientes de reparto
para la forma indisociada y aniénica respectivamente para penicilinas o cefa-
losporinas y vienen dados por las expresiones:

Ky — [AH]R' v ;K- = [A_]R v
[AH]S' W [A_]s W

Ajustando los pares de valores experimentales Ko/pH a la ecuacion (1)
mediante el método de minimos cuadrados no lineales se han obtenido los
valores de Kan y Ka que representan los valores de los coeficientes de reparto
de las formas indisociada y anidnica respectivamente para las penicilinas y
cefalosporinas que solamente tienen un grupo carboxilico. Con dichos valores
se pueden determinar los valores de Kb para cualquier pH.

Como era de esperar a la vista de los resultados de la Tabla II, los
coeficientes de las formas indisociadas de cefalosporinas y penicilinas son
considerablemente mayores que los correspondientes coeficientes de las for-
mas aniénicas, debido a sus diferencias de polaridad. Las moléculas indisocia-
das neutras, probablemente se pegan a la superficie de la resina de una forma
casi plana, teniendo muchos puntos de contacto; por el contrario, cuando la
molécula estd cargada se coloca mas o menos perpendicularmente a la super-
ficie orientindose la parte cargada lo més lejos posible de la superficie hidro-
fébica de la resina, lo que provoca una disminucién de las fuerzas de enlace.
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TABLA 11
Coeficientes de reparto para cada una de las formas de penicilinas y cefalosporinas en
mezelas agua-metanol al 10 % v/v sobre resina XAD-4 (t* = 25 + 1°C, I = 0,15)

Compuestos KAH KA~ KAH*,

7-ACA 13,4 15,7 12,1
7-ADCA 6,63 5,16 7,51

CFX 101 121 114

AS 39,9 76,8 58,9
7-FADCK 2.310 615

CFT 1.530 147

CFZ 2.650 89

CFLR 361 2,66

PGK 1.240 66,6

PV 4.060 78,5

Penicilinas y cefalosporinas anféteras

Las penicilinas y cefalosporinas que ademés del grupo carboxilico poseen
un grupo amino, dependiendo del pH podran encontrarse en las formas anié-
nica A~ , zwitterién AH¥ y catiénica AH'. Los equilibrios y sus correspondien-
tes constantes de disociacién vendran dados por:

H*| [AH*

AH; = AH*+H' ; K, = L] ]
[An;]

AH* = A” +H' - K, = 1A7] [
2 [am]

[AHZ ], + [AB* ]y + [A7],
[An]s + [ABE]s + [A7]

K, = @

donde los subindices R y S se refieren a las concentraciones en la resina y en
la disolucion respectivamente. Facilmente puede demostrarse que:

K +
Kyt + Kyt -2 4 K,- M
[m] K,
Kp = +] (1)
K H
[1+] K

donde Kaw,, K,i; y K representan los coeficientes de reparto de cada una de
las formas catiénica, zwitterién y aniénica de las penicilinas y cefalosporinas
respectivamente.
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Ajustando los pares de valores Ko/pH hallados experimentalmente para la
cefalexina, ampicilina, 7-ACA y 7-ADCA a la ecuacién (II) mediante minimos
cuadrados no lineales se han obtenido los coeficientes de reparto para cada
una de las formas moleculares de las sustancias antes mencionadas en mezclas
agua-metanol al 10 % v/v sobre resina XAD-4. Los resultados obtenidos se
encuentran en la Tabla II.

Las curvas teéricas Ko/pH obtenidas a partir de los coeficientes de reparto
hallados anteriormente mediante la aplicacién de la ecuacién (II) para la
ampicilina y cefalexina estan en la Fig 3.
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Figura 3.-Influencia del pH sobre la adsorcién de ampicilina sédica y cefalexina por resina
XAD-4 en mezclas agua-metanol al 10 % viv (T = 25°C = 1°C, I = 0,15).

Tal como puede verse en la Tabla II los coeficientes de reparto para cada
una de las formas moleculares del 7-ACA y del 7-ADCA difieren poco entre si
y todos ellos son considerablemente mas bajos que los correspondientes coefi-
cientes de las cefalosporinas y penicilinas.

Para las cefalosporinas y penicilinas anféteras estudiadas (CFX y AS) los
coeficientes de reparto para las formas zwitterién son los mds pequefios como
corresponde a la forma doblemente cargada. Las diferencias entre los coefi-
cientes de reparto de las formas aniénicas y catiénicas son muy pequefias, si
bien son algo mayores los valores de Ka.
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Influencia de las sales

Se ha estudiado la influencia de la fuerza iénica sobre la cefazolina en
disolucién acuosa que contiene el 10 % de metanol por la resina XAD-2,
determindndose los coeficientes de reparto a diferentes valores de fuerzas
i6nicas comprendidas entre 0,15 y 1,0 y a dos pH; a 1,5 donde la cefazolina
estd esencialmente en la forma indisociada y a pH 5,5 donde el grupo carboxi-
lico estd practicamente totalmente disociado.

Los resultados obtenidos figuran en la Tabla III.

TABLA III
Coeficientes de reparto de la cefazolina en mezclas agua-metanol al 10 % v/v sobre
resina XAD-2 en funcién de la fuerza iénica del medio

I

0,15 0,30 0,50 1,0
pH
1,5 71,5 72,2 73,2 76,4
5,9 27,4 28,3 29,9 33,7

Como puede observarse a la vista de dichos resultados las sales ejercen
escasa influencia sobre la adsorciéon de la cefazolina por la resina XAD. No
obstante debe resaltarse el hecho de que la influencia es algo mayor a pH 5,5,
donde la cefazolina estd en forma aniénica y puede verse més afectada por los
iones salinos que modificarian algo su orientacién con respecto al adsorbente y
consecuentemente las fuerzas de adsorcién.

Influencia del disolvente

Se ha estudiado la influencia del metanol y etanol (otros alcoholes provo-
caban precipitacién) sobre los valores de los coeficientes de reparto de la
cefazolina sobre resina XAD-2. Los resultados se encuentran en la Fig. 4. En
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Figura 4.—Variacién de los coeficientes de reparto de la cefazolina sobre resina XAD-2 en
funcién del contenido en alcoholes de las disoluciones.
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cada caso, al aumentar la concentraciéon de disolvente se produce una dismi-
nucién del valor de Kn. Como era de esperar debido a su menor polaridad, el
etanol, produce una disminucién de Kb superior al metanol.

La disminucién relativa del valor de Kb para el metanol es ligeramente
mayor a pH acido que alcalino.

Influencia de la naturaleza de la resina

Se ha estudiado la adsorcién de la cefazolina sobre las resinas XAD-2,
XAD-4 y XAD-8 en mezclas agua-metanol al 10 % v/v a diferentes pH en
biffer de fosfatos de fuerza iénica 0,15 a la temperatura de 25°C + 1°C. Los
resultados obtenidos se reflejan en la Fig. 2.

Como puede verse en dicha figura todas las curvas son del mismo tipo, de
acuerdo todas ellas con la ecuacién (I), cumpliéndose en todos los casos que la
retencién de la forma indisociada es mayor que la de la forma aniénica.

Por ajuste mediante minimos cuadrados no lineales de los datos experi-
mentales a la ecuacién (I) se obtienen los coeficientes de reparto Kan y Ka
correspondientes a las formas indisociada y aniénica respectivamente y cuyos
valores estin descritos en la Tabla IV.

TABLA IV
Coeficientes de reparto de las formas disociada e indisociada de la cefazolina en
agua-metanol (10%) para las resinas XAD-2, XAD-4 y XAD-8 (T = 25 C + 1°C,

I=0,15)
XAD-2 XAD-4 XAD-8
KaH 75 2.650 168
KA 23 89 1,7

Las resinas XAD-2, XAD-4 y XAD-8 se diferencian entre otros factores,
en su estructura, superficie especifica y didmetro medio de poro, segin se
indica en el siguiente esquema?.

Superficie Diametro
Resina Estructura especifica (m?/g) medio de poro (A)
XAD-2 Poliestireno- 300 90
Divinilbenceno
XAD-4 Id. 780 50
XAD-8 Acrilica 140 240

La cefazolina, en cualquiera de sus formas indisociada o aniénica muestra
una afinidad mayor por la resina XAD-4, siguiéndole la resina XAD-8 y por la
que menos afinidad tiene es por la resina XAD-2. Aun cuando no se tienen
datos suficientes, los resultados obtenidos parecen sefialar que las diferencias
de superficie especifica de las resinas estudiadas, son mas significativas que
las diferencias de polaridades, respecto a la adsorcién de la cefazolina.
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RESUMEN

Se estudia la adsorcién en «batch» de varias penicilinas y cefalosporinas
por resinas macrorreticulares no iénicas de los tipos XAD-2, XAD-4 y XAD-8,
. mediante la determinacién de los correspondientes coeficientes de reparto en
funcién del pH, contenido en alcoholes, fuerza iénica, etc. Se dan ecuaciones
que describen la variacién de los coeficientes de reparto en funcién de la
concentracion de iones hidronio y a partir de esas ecuaciones se han determi-
nado los coeficientes de reparto de cada una de las formas indisociadas,
anidnicas, catiénicas o zwitterion de las diferentes penicilinas y cefalosporinas
estudiadas.

ADSORPTION OF PENICILLINS AND CEPHALOSPORINS ON
NON-IONIC MACRORRETICULAR POLYMERS

SUMMARY

The batch adsorption of several penicillins and cephalosporins on non-
ionic macrorreticular resins, of the XAD-2, XAD-4 and XAD-8 types is studied
by means of the determination of the corresponding distribution coefficients as
function of pH, alcohol content, ionic strength, etc. Equations are given to
describe the variation of the distribution coefficient as a function of the
hydronion ijon concentration; based on these equations, the distribution coeffi-
cients for each of the non-dissociated, anionic, cationic or zwitterion forms of
the various penicillins and cephalosporins under study have been determined.
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