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INTRODUCCION

En el campo de la ciencia. la prediceion estd basada en el conocimiento de
las relaciones entre los valores de distintas magnitudes. observados bajo condi-
ciones experimentales bien definidas. La prediceion de la estabilidad de los far-
macos es posible mediante la obtencion de expresiones matemilicas que permiten
el caleulo de las velocidades de degradacion en distintas condiciones de pH.
temperatura v concentracion de ulgunus suslancias.

En las reacciones en disolucion. la influencia de la fuerza iénica vy de la cons-
tante dieléetrica pueden conducir. en ocasiones. a una interpretacion de meca-
nismos. cuando es posible dedueir la carga eléetrica de las especies que intervienen

s

en la reacceion®,

El descubrimiento del deido '.'-(l)-(1umimu'arlmxi\'allt*ramidu) cefalospord-
nico. conocido hoy como cefalosporina C. abrié un capitulo en la historia de los
antibioticos B-lactdmicos. Muy pronto se llevaron a cabo estudios acerca de su
estructura. propiedades v productos de degradacion: seguidamente los esfuerzos
se orientaron a la obtencion de derivados mas activos y menos inestables en
estado solido que el producto original. lo que se logro. a través de su micleo. (_’l
dcido T-amino cefalosporanico. del que proceden muchas cefalosporinas con uti-
lidad terapéutica'. ]

Quizd por este motivo. los estudios sobre la estabilidad de la cefalosporina C
se abandonaron un poco. Koneeny® afirma que se producen al menos tres reacs
ciones independientes durante su degradacion en medio acuoso. La mds impor-
tante a efectos de su actividad antibiotica es la ruptura del anillo B-lactama: ésta
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ha sido ampliamente estudiada” por los autores de este trabajo. que también han
comprobado el efecto de la fuerza iénica sobre la misma'’,

Durante el proceso industrial de obtencion de cefalosporina € se realizan
eluciones del caldo procedente de la fermentacion con mezelas isopropanol-agua.
Parecia interesante, pues, estudiar también la influencia de la constante dieléc-
trica en la reaceion, con lo cual, aparte de intentar confirmar los mecanismos y
ecuacién cinética propuestos anteriormente. acaso se podrian poner de mani-

fiesto otras consecuencias de la utilizacion de algunos disolventes no acuosos.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos.— 1 a ('l'fil'“ﬁ,l“l‘illél ( .»:t’u“('u l-mpivaulu procede de Antibidticos.
S. A. Su pureza biologica es del 92.5 %. Su identidad ha sido comprobada por el
espectro infrarrojo y otros ensayos. Su contenido en agua. determinado por el
método de Karl Fischer, es menor del 1 Y.

El metanol y otros alcoholes. dcido chorhidrico. deido fosforico v fosfatos de
potasio mono y dihidrégeno. son de la casa Merck v de grado reactivo.

Aparatos.—Para las determinaciones analiticas se ha empleado un espeetro-
fometro BAUSCH & LOMB. modelo SPECTRONIC 700. de haz sencillo. para
UV y visible, con precision de £ 0,01 en medidas de absorbancia.

Métodos.—Se ha estudiado la desaparicion del anillo B -lactama a los pH
1.15, 3 y 7. y a las temperaturas de 25, 35, 40 y 45° C, en disoluciones de cefa-
losporina C con un contenido en metanol de 0, 10, 20. 30 v 10 % en volumen.
Las disoluciones de pH 1.15 contenian dcido clorhidrico 0.1 N v su fuerza
ionica era 0,08. Las disoluciones reguladoras pH 3 v 7 contenian una concentra-
cion total de fosfatos igual a 0.03 M v su fuerza ionica era inferior a 0.03 v .07,
respectivamente. El pH aumenta algo con la concentracion de aleohol (aproxima-
damente, 0,05 para el 40 %).

Los valores de la constante dieléctrica del disolvente. D', se han caleulado
por interpolacion a partir de los datos de Akerlof2. Las densidades de las disolu-
ciones (para pasar de % de metanol en volumen a % en peso) han sido determi-
nadas mediante un picnémetro de precision de 25 cm?* de capacidad. provisto de
termémetro y tubo capilar. previamente calibrado.

Una serie de muestras de cada disolucion conteniendo cefalosporina € sadica
en concentracion 10-* M se colocan en un baiio de agua a la temperatura
deseada. A intervalos adecuados de tiempo se extraen las muestras v se analizan
por el método que se indica mas abajo. Antes de comenzar los experimentos. las
disoluciones fueron sometidas a filtracion Millipore y se hizo pasar por ellas una
corriente de nitrogeno. El plI de las mismas se comproba al comienzo v al final
de la reaccién, no observandose variaciones superiores a (.1, -

La concentracion de anillo B-lactama intacto en las muestras se determina
por medida de la absorcion UV a 260 nm. longitud de onda que corresponde a la
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banda de la amida de dicho anillo. Los ensavos se han hecho siempre por tripli-
cado. La validez del método en presencia de los productos de la degradacion. en
las condiciones experimentales. por encima de un 20 % de actividad, se ha com-

pruluuln por el procedimiento indicado en un trabajo previo’.

RESULTADOS
Constantes de velocidad aparentes

La reaceion sigue en todos los easos una cinética de seudoprimer orden.
como lo demuestra el heeho de que la representacion a escala semilogaritmica de
la fraceion de B-l;u'lumu intacto, representada por A = A=2/X — Ao frente al
tiempo. dé una linea reeta. En la figura 1 pueden verse algunas de estas rectas.

de las cuales pm’ulu’n obtenerse las constantes de veloeidad aparentes mediante
log ——— T g (])
donde A . A, ¥ Aeo son las absorbancias en los instantes cero, ¢ ¢ infinito. respec-

tivamente. Las constantes han sido caleuladas ajustando las rectas por minimos

cuadrados. v aparecen recogidas en la tabla 1.
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Figara L.—Determinacion de constantes de velocidad aparentes éndisoluciones con distinto contenido en

metanol (Yo vv)a ph Ty 1500
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TABLA I
Constantes de velocidad aparentes en distintas condiciones de pH,
temperatura y composicién del disolvente

Concentracién kX 10° !
de metanol TeC D’ a los p” siguientes
(% v/v) 15 3.0& 7,00
0 25 78.55 1.16 0.48 0.51
35 74,93 2,93 1.96 1.67
40 73,12 5.04 3.58 3.33
45 71,49 7.55 6.91 5.50
10 25 75,00 0.98 0.43 0.47
35 71,50 2,37 1.69 1.49
40 69,74 3.98 3.10 2.86
45 68,12 5.85 5.94 4.55
20 25 71.05 0.70 0.36 0.43
35 67.60 1.85 1.41 1.27
40 65,89 3.14 2.63 2,45
45 64,33 4.55 4.95 3.74
30 25 66,90 0.59 0.29 0.306
35 63.56 1,40 1.22 1.14
10 61,92 2.45 2.12 2.07
45 60,42 3.55 4.22 2.95
40 25 62.66 0.37 0.22 ).29
35 59.44 0.92 .98 0.96
40 57.83 1.63 1.70 1.74
45 56.42 2,52 3.50 2.30

D’: constante dieléctrica relativa.

Hay que seiialar que la constante de velocidad es independiente del disol-
vente usado, para un valor dado de la constante dieléctrica. Se ha comprobado
que, preparando disoluciones con etanol, n-propanol e isopropanol. de la misma
constante dieléctrica que algunas de las preparadas con metanol (con menor por-
centaje de alcohol, por tanto), las constantes de velocidad halladas son sensible-
mente idénticas.

En vista de eso se ha realizado la experimentacién con metanol, debido a un
problema que se comentari en la discusion.

Efecto de la constante dieléctrica

Partiendo de las conocidas teorias de Debye-Hiickel y de Bronsted-Bjerrum,
Amis® ha deducido algunas ecuaciones que relacionan la constante de velocidad
aparente de una reaccién con la constante dieléctrica del medio, para distintos
tipos de reaccionantes.

Para reacciones entre dos iones es vilida la ecuacion de Bronsted-Chris-
tiansen-Scatchard, que expresa conjuntamente la influencia de la fuerza iénica vy
de la constante dieléctrica, y que en el caso limite de fuerza i6nica cero se con-

vierte en
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Z Z, e ’
b-=~" 3 3DKTr 2]

log k= log k

Para reacciones entre un ion y una molécula dipolar, en el caso limite de aproxi-

macién frontal (en la direccién de la linea que une los centros de carga del
dipolo), se ha propuesto la ecuacién

s Zegy
log k= log,_ o + SIDRKTE [3]
Finalmente, para reacciones entre dos moléculas dipolares, también en el
caso limite de aproximacién frontal. la ecuacién propuesta es
o ) 2 p o, ;
log k=log k;j_ oo - SIDKT = [4]

En las ecuaciones anteriores:

k;, _eo: constante de velocidad aparente extrapolada para valor infinito de la
constante dieléetrica.

2. 7,. Z: valencias de los iones.

e: carga del electron.

M. ., momentos dipolares de las moléculas.

D: constante dieléetrica.

K: constante de Boltzmann.

T: temperatura absoluta.

r: distancia a que tienen que aproximarse las particulas para que la reaccion

tenga lugar.

El logaritmo de la constante de velocidad deberia guardar siempre una rela-
cion lineal con el inverso de la constante dieléctrica, aunque la pendiente de la
recta hallada tenga distinta expresion en cada caso.

Segin consta en la literatura®, en algunas reacciones se ha encontrado una
mejor relacion lineal de log k con (D=1)/(2 D + 1) o con log D. Pero nuestros
datos (tabla 1) se ajustan bien a las ecuaciones de Amis, como puede verse por
las representaciones graficas de log k frente a 1/D" (fig. 2). I es la constante
dieléctrica relativa, que estd relacionada con D mediante D=D,_ D", siendo D, la
constante dieléetrica del vacio. El ajuste de tales rectas proporciona unos valores
adimensionales para las pendientes, que pueden verse en la tabla IL

Efecto de la temperatura

de

La variacion de la constante de velocidad aparente con la temperatura pue
expresarse por la ecuacién de Arrhenius. de la forma

log k = — % + log A [5]
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k

log

Figura 2.—Efecto de la constante dieléetrica sobre la constante de velocidad a 35°C. a los pll: O 1.15.
@ 3.00. O 7.00. D)t constante dieléctrica relativa.

TABLA 11
Variacion de la constante de velocidad aparente con la constante dialéctrica
a distintos pH y temperaturas: 1
pendiente de las rectas log K -

(Fuerza iénica préxima a cero)

To G Pendiente a los pH siguientes
: 1.15 3.00 7.00
25 -153 =105 -70.5
35 -139 -82.3 -64.3
40 =130 -89.4 -77.3
45 =127 -79.5 =101
Promedio £ E.S. 13706 -89.1 £ 5.8 -79.8+7.7

siendo A H la entalpfa de activacion del proceso y A el llamado factor frecuen-
cia. Aplicando dicha ecuacién a los datos de la tabla I la representacion de log
k frente al inverso de la temperatura absoluta debe dar una recta para cada con-
junto de constantes correspondientes a unas mismas condiciones de pH y com-
posicion del disolvente. En la figura 3 pueden verse algunas de esas rectas. a
partir de cuyas pendientes se han caleulado las entalpfas de activaciéon que apa-
recen en la tabla III.
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Figura 3.—Representaciones de Arrhenius de la constante de velocidad a ph 1,15 en disoluciones con distinto
contenido en metanol (% v/v). O 0%, @ 10 %. O 20 %. & 30 %. A 40 %,

TABLA III
Entalpias de activacién en distintas condiciones de pH y composicién
del disolvente

Concentracion de metanol A H Keal - mol=1 a los pH siguientes
("0 v/v) 115 3.00 7.00

0 18.5 25.0 22.3
10 17.5 24.5 21.6
20 17.9 24.0 21.2
30 17.9 24.5 20.8
40 18.2 25.6 20.4

Promedio = E. S. 18.0 £ 0.2 248+ 0.3 21.3 %+ 04
DISCUSION

La molécula de cefalosporina C (fig. 4) posee lres grupos ionizables (dos
grupos carboxilo y un grupo amino). por lo que puede encontrarse en forma de
cation, zwitterion, o anién con una o dos cargas, dependiendo del pH de la diso-
lucion. Las constantes de disociacién, que han sido calculadas en disolueion
acuosa, a 35°C y fuerza i6nica 0.5, en un trabajo previo’, variardn muy ligera-
mente con la temperatura y la fuerza iénica, y no mucho con la composicién del
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disolvente en las condiciones experimentales. El efecto catalitico de los fosfatos
serd despreciable, dada su concentracién: lo mismo puede decirse del efecto
salino.

A pH 7 todo el antibiético se encuentra en forma de anién monovalente. C~.
siendo el agua neutra y el metanol las tnicas especies con que puede reaccionar.
segiin
H,O

o metanol

productos

Apliquemos la ecuacion [3], en la que podemos introducir los datos siguientes:

e = 1,602 X 1071 coulomb

B =6,13 X103 coulomb - m (momento dipolar del agua)

D, =8,842 X 102 coulomb? - N-' . m2

K =1.380 X 10-23 J.oK-!

Las pendientes de la tabla II para este pH corresponderian a la expresion
Zep/23D KT Las pendientes varian muy poco con la temperatura. ya
que el diametro de colision, r. que tedéricamente serfa la suma de los radios de
las dos particulas, no tiene por qué g‘ariar mucho en ese intervalo. Empleando el
promedio, resulta un valor de 3.8 A para r, que parece algo pequefio, dada la
complejidad del anion cefalosporinato. Pero es que la degradacion espontanea de
algunas cefalosporinas es debida en gran parte al ataque intramolecular nucleofi-
lico del grupo amido de la cadena lateral sobre el carbono del carbonilo del @8-
lactama's, 9,

La disminucién de la velocidad de degradacion con el aumento del contenido
en aleohol, mayor de lo previsto, puede explicarse suponiendo que el ataque
intramolecular se vea muy favorecido por el aumento de la constante dieléctrica:
parece logico que la mayor estructuracion del disolvente facilite la interaceion
entre centros con pequefias cargas parciales de signo opuesto, que. en definitiva,
es lo que sucede en las reacciones entre moléculas dipolares®, siendo ademas
muy ‘pf‘quoﬁas las distancias entre las cargas.

) I"‘I'“‘l“r hallado para el segundo pK de disociacion aparente de la cefalospo-
rima C en disolucién acuosa es 3.22. Se puede suponer que en las disoluciones
de pH 3 empleadas en este trabajo el antibiético se encuentre, illl]‘nxillla(liull(‘]][(‘.
en un 50 % en cada una de las formas zwitterion, C*, y anion, C~. De acuerdo
f‘“ll la ecuacion cinética hallada en medio acuoso’. las dnicas reaceiones de
mportancia a ese pH tienen lugar con las especies neutras del disolvente. siendo
la velocidad de degradacién espontinea algo mayor para el zwitterion. De las
reacciones,

) H,0
* —= 3 productos
o metanol
: H,0
4 = productos

o metanol
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Figura +.—Formula de la cefalosporina 64

la primera es una reaccion entre dipolos. Apliquemos la ecuacion [4]. Los
momentos dipolares de otras moléculas no suelen valer mis del doble que el del

s I - % N . ; . 2 . . I‘
agua. 2 p, /r debe ser menor que la carga del electrén ( Y, momento dipola

de Ia cefalosporina C, en su forma C*). El efecto de la constante dieléetrica
deberia ser menor a pH 3 que a pH 7. |

Sin embargo. las pendientes (tabla II). aunque negativas, son llgeranw_n’le
mavores que a pH 7. Ello puede ser debido a que. para el zwitterion. la reaccidén
intramolecular sea mucho mas ra’lpida que para el anion, disminuyend‘o. en cam-
bio, la velocidad del ataque directo del agua. Lo primero seria posible por el
efecto inductivo, que puede hacer aumentar la carga neta sobre el carbono 'd‘el
carbonilo del B-la('lama. y lo segundo también, por tratarse de uu.a reaccién
Tampoco hay que olvidar que el
el mismro a diferentes pH.
C*, y podrd reaccionar

entre dipolos en vez de una reaceién ion-dipolo.
didgmetro de colisién, r, no tiene por qué ser exactamente
A pH 1.15 la cefalosporina se encuentra como catién,

con los protones hidratados, segtn
C+ + H+ S })rOdllCtOS

a otros pll. Aplicando la

Las pendientes son negativas y algo mayores que ) _ :
22 A. Las distancias de

ecuacién [2]. resulta para r un valor aceptable de unos o
i 1 i & abhalne & - -
aproximacion deducidas de los datos aportados en algunos trabajos sobre penic

— 135 —




linas son 85 R para la ampicilina® y 256 & para el 6-APA!2, aunque parecen
excesivas.

Por otra parte, del valor de la constante de velocidad a pH 1,15 y 35°C en
medio acuoso, casi las tres cuartas partes corresponden ain’ al ataque del agua.
La reaccién

or B0

T productos
0 metar

daria pendiente positiva segiin la ecuacién [3]. Ahora bien, como la carga del
electron debe ser mucho mayor que [T
la estabilidad al aumentar el contenido en metanol. que es lo que se ha encontrado.

La entalpia de activacién debe disminuir cuando el complejo activado se sol-
vata en mayor medida que los reaccionantes. Cabia pensar que a pH 1.15 (for-
macién de un complejo activado con doble carga positiva en la reaceion entre
lones) disminuirfa algo A H con la concentracion de alcohol, y que a pH 3 y 7
no variaria, porque los disolventes dipolares aproticos son buenos solvatantes de

/r, tiene que prevalecer el aumento de

cationes a través de sus pares de electrones no compartidos, y malos solvatantes
de aniones, a diferencia de los disolventes que contienen grupos dcidos y basicos'".

Los resultados (tabla I11) parecen mostrar tan solo una ligera tendencia a la
variacion en la entalpia de activacion con la concentracion de alcohol a pH 7
(relacionada posiblemente con la reaceion intramolecular). De todos modos. la no
variacion de A H en medio fuertemente dcido también se ha observado en el
caso del 6-APA!2,

El aumento de la velocidad de la reaccién con la constante dieléetrica se
debe, pues, esencialmente al aumento del factor frecuencia. Por tanto. la entro-
pia de activacion negativa que en este tipo de reacciones suele darse’. '' es
mayor en valor absoluto a mayor concentracién de aleohol, indicando liberacién
de menor ntimero de moléculas de disolvente con la formacion del complejo acti-
vado, o bien mejor redistribucion de los grados de libertad en éste’, cuando el
disolvente es menos polar.

Se ha visto que, si se aumenta la concentracion de alcohol. la absorbancia de
las disoluciones a 260 nm, después de disminuir con el tiempo de acuerdo con la
ecuacion [1], se aparta de dicha relacion lineal, llegando incluso a aumentar nue-
vamente. Este problema no aparece por debajo del 40 % en metanol, por lo que
el método analitico es viable en esas condiciones. Pero a medida que avanzamos
en la serje homaloga de los alcoholes saturados, se presenta a concentraciones
('adu. vez menores; asi. con n-propanol aparece a partir del 15 %.

El aumento de absorbancia puede ser debido a la formacion en medio hidroal-
cohdlico de algin producto de degradacion mas o menos lejano. de elevado coe-
ficiente de extincién. distinto de los que se forman en disolucién acuosa’. cosa
oque- podeia ‘eoitiiaise por métodos estructurales. Kl hecho no se puede relacio-
nar directamente con la variacion de la constante dieléetrica.
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Los autores piensan que algo parecido puede suceder en la degradacion de
otras cefalosporinas en medio hidroaleohélico. Se dird que el problema analitico
puede obviarse con la adopeién de otro método mds seguro, como HPLC. Sin
embargo. aparte de su sencillez. el método espectrofotométrico ha encontrado
recientemente una aplicacion interesante en el estudio de reacciones enzimdticas
producidas por B-lactamasas. mediante el uso de cefalosporina C como sustrato
de referencia'’. En todo caso. el empleo de mezclas hidroalcohélicas en la fabri-
cacion de muchas cefalosporinas sugiere la conveniencia de realizar estudios

conducentes a la clarificacién del tema.

RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de la constante dieléetrica sobre la estabilidad del
anillo B-lactama en disoluciones de cefalosporina C a pH 1.15. 3 y 7. y a dife-
rentes temperaturas, en mezelas metanol-agua. Las muestras han sido analizadas
por medida de la absorcién UV a 260 nm.

Las constantes de velocidad aumentan con la constante dieléetrica en todos
los casos estudiados. Los resultados son acordes con los mecanismos y ecuacion
cinética propuestos en trabajos anteriores.

La entalpia de activacién no varia con la concentracion de aleohol, excepto a
pH 7.

Aparentemente, a concentracién de alcohol elevada se forma un producto de
degradacion que interfiere la lectura espectrofotométrica. Este problema se va

haciendo mayor a medida que se emplean alcoholes de cadena més larga.

DIELECTRIC CONSTANT EFFECT ON THE STABILITY OF f -LACTAM
RING IN SOLUTIONS OF CEPHALOSPORIN C

SUMMARY

The effect of dielectric constant on the stability of B-lactam ring in solutions
of cephalosporin C has been studied at pH's 1.15. 3 and 7. and (“fft‘l‘(.‘llyl tempe-
ratures. in methanol-water mixtures. The samples were analysed by U\ absorp-
tion at 260 nm.

The rate constants inereased in all studied cases with increasing dielectric
constant. The results were in agreement with the mechanisms and kinetic equa-
tion put forward in previous papers. .

The activation enthalpy was unchanged under varying alcohol concentrations,
except at pH 7. )

A (lpgrmlutinn ]u'mhu'l that interfered in spv:-(ruplmlmnotrl(' measurements
apparently developed at high aleohol concentration. This prnh[(‘m became grea-

ter as longer chain aleohols were used.
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ABSTRACT

We have ready two differents sistems to collect the NO, atmospheric. For 1L
we have compared the more usual methods: sampling on dosimeters and on fil-
ters. Also. we have compared the performances to collect both. finding a larger
number of adventages collecting on dosimeters than filters. Finaly, to gr.uwlh the
absorption efficiencies. we propose a new collecting sistem. that we consider bet-
ter that de propose in the literature.

1. INTRODUCCION

De entre los muchos contaminantes que podemos encontrarnos en la atmds-
fera, destacan por su importancia los 6xidos de nitrégeno. |

La formacion de dichos contaminantes obedece, o bien a procesos naturales.
0 a razones antropogénicas. Dentro del primer gx:upf)’ se encu(:nlran tlnd(.)s.’a?‘l:::
los que tienen lugar como consecuencia de ]2.1 ﬁjn('mn. del oxigeno a lmtmi,( "
atmosférico, mediante procesos biolégicos. f]’sw.n-.qufnn.cus..., tetc. E:; e vslegul:;uq
grupo, quedan incluidos los procedentes de emisiones md.ustrmlos. e ‘elm.: i
de locomocion. las cocinas domésticas... vy en seneral de sistemas de combustion
que utilizan combustibles fosiles. o i

Dentro de los axidos de nitrogeno. destaca por su especial importanci exde
el punto de vista contaminante, el NO,. Ello es d(’l)i(]tll a} qui posee mlm a,llilnl(f“l:“
tividad. lo que a su vez le confiere una mayor nocividad!, actuando co

a desde

. . - eavne wvives v de ahi el interés
poderoso irritante del sistema respiratorio de los seres vivos y de ahi

que ])!‘l'h‘[‘lllil su estudio.
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