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RESUMO

Este trabalho descreve o comportamento eletroquimico dos antibiéticos cefuroxima (CFX) e
cefalexina (CFA) por voltametria ciclica (VC) e o desenvolvimento de metodologia
eletroanalitica por voltametria de onda quadrada (VOQ) para a determinagcdo de CFX e de
CFA sobre eletrodo de gota pendente de merctrio (HMDE, do inglés Hanging Mercury Drop
Electrode).  CFX  apresentou  dois  processos  catédicos  irreversiveis  em
-0,35 V (pico 1) e em -1,03 V (pico 2), com a participacdo de dois elétrons e dois protons
tanto para o pico 1 como para o pico 2. Sugere-se que a reacdo de reducdo da molécula de
CFX ocorre no grupo — C = N — para o pico 1 e no grupo — CH, — R para o pico 2. Os
parametros experimentais e voltamétricos foram otimizados, com as respostas sendo obtidas
em tampao BR pH 2,0,/ = 90 s"l, a=30mV e AE; =2 mV. Os limites de detec¢ao (LD) e de
quantificagdo (LQ) foram calculados utilizando-se o pico 1, com LD = 4,92x10° mol L e
LQ = 1,64x10®* mol L™ e recuperagdo 109,15% com desvio padrao relativo (RSD, do inglés
Relative Standart Deviation) de 2,39% (n = 3) em eletrélito de suporte. A metodologia
desenvolvida foi aplicada em amostras de medicamentos, leite bovino e dguas naturais, com
recuperagdes variando de 96,40 a 129,4%. Para CFA constatou-se a presenca de processos
catédicos em -0,97 V (pico 1) e em -1,2 V (pico 2). Nesse caso, tem-se que a reduciao ocorre
na dupla ligacdo do grupo etilénico envolvendo a transferéncia de dois elétrons e dois prétons.
Os parametros experimentais e voltamétricos foram avaliados com as respostas otimizadas
sendo obtidas em tampao BR pH 2,0, f= 100 s"l, a=30mV e AE, =4 mV. Considerando-se o
pico em -1,2 V, curvas analiticas foram construidas, a partir delas os limites de detec¢do e de
quantificagdo foram calculados, LD = 1,27)(10'8 mol L' e LQ = 4,23)(10'8 mol L' com
recuperagdo de 89,19% com RSD = 1,51% (n = 3) em eletrdlito de suporte. A metodologia foi
aplicada na quantificacdo de amostras de medicamentos, leite bovino e dguas naturais, com
percentuais de recuperacdo variando de 78,45 a 92,13%. Nas metodologias desenvolvidas,
foram obtidos baixos valores de LD e de LQ, recuperacido entre 78,00-130,0% e precisdao
intermedidria com RSD < 5,00%, mostrando que estas metodologias apresentam Otima

sensibilidade, eficiéncia e precisao.

Palavras-Chaves: Cefuroxima. Cefalexina. HMDE. Voltametria ciclica. Voltametria de onda
quadrada. Aguas naturais. Leite bovino.



ABSTRACT

The present work describes the electrochemical behavior of the antibiotic cefuroxime (CFX)
and cephalexin (CFA) by cyclic voltammetry (CV) and the development of an
electroanalytical methodology for CFX and CFA determination on mercury electrodes allied
to the square wave voltammetry (SWV). In this work, CFX showed two irreversible reduction
peak at -0.35 V (peak 1) and -1.03 V (peak 2), with the participation of two electrons and two
protons for both peaks. It is suggested that the reduction reaction of the CFX occurs on the
group — C = N — for the peak one and on the group — CH, — R for the peak two. Under
optimized conditions, the results were obtained in BR buffer pH 2.0, f= 90 s"l, a=30mV and
AE; = 2 mV. Considering the peak 1, analytical curves were constructed and the limits of
detection (LOD) and quantitation (LOQ) were calculated with LOD = 4.92x10”mol L'and
LOQ = 1.64x10®*mol L. The recovery in electrolyte was 109.15% with RSD = 2.39% (n =
3). The methodology was applied in raw natural waters, commercial formulations and bovine
milk obtaining recovery values from 96.40 to 129.4%. CFA reductions waves are observed at
-0.97 V (peak 1) and -1.2 V (peak 2). These reduction waves are attributed to the reduction of
ethylenic bond of CFA involving the transfer of two electrons and two protons. The optimized
conditions were obtained in BR buffer pH 2.0, f = 100 s"l, a =30 mV and 4E; = 4 mV.
Considering the peak at -1.2 V, analytical curves were constructed and were calculated with
LOD = 1.27x10®mol L'and LOQ = 4.23x10® mol L', The recovery in electrolyte was
89.19% with RSD = 1.51% (n = 3). The methodology was applied to quantify in raw natural
waters, commercial formulations and bovine milk obtaining recovery values from 78.45 to
92.13%. In developed methodologies, we obtained low values of LOD and LOQ, recovery
between 78.00 to 130.00% and reproducibility below 5.00%, showing that those methods had

excellent sensitivity, precision and efficiency.

Keywords: Cefuroxime. Cephalexin. HMDE. Cyclic voltammetry. Square wave
voltammetry. Natural waters. Bovine milk.
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1 INTRODUCAO

Os farmacos (substancias quimicas que siao o principio ativo de um medicamento,
o qual deverd apresentar atividade farmacoldgica ou outro efeito direto no diagndstico, cura,
alivio, tratamento ou prevencdo de doengas, ou ainda que afete qualquer funcdo do organismo
humano ") tm sido denominados “contaminantes emergentes™?. Essa denominacdo se deve
ao fato de se encontrarem entre substincias recém-identificadas ou ndo reconhecidas e
também porque podem causar efeitos nocivos, visto que suas altas taxas de transformacdo e
remog¢do sdo compensadas pelas continuas introducdes no meio ambiente, principalmente nos
corpos d’dgua®. Assim, na dltima década, a comunidade cientifica tem apresentado grande
interesse e preocupacdo no assunto, pois alguns farmacos tém sido detectados em efluentes,
em 4guas naturais e em dguas para consumo humano em concentragdes na faixa de ug L'e
ng LG4,
Dentre os contaminantes emergentes, os fairmacos, e dentre eles os antibidticos,
sao provavelmente os de maior preocupagcao em termos de Saide Publica e de contaminacao
ambiental, devido ao potencial de selecdo genética de bactérias resistentes, além de terem sido
utilizados no Brasil de forma indiscriminada por anos ©D, Porém, em 28 de outubro de 2010,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou no Didrio Oficial da Unido
(DOU)® novas regras para a comercializacdo desses medicamentos; a partir daquela data,
essas substancias tém sua venda controlada pelo Ministério da Saude, e sé poderdo ser
vendidas em farmdacias mediante a apresentacdo da receita de controle especial em duas vias.
Por defini¢do, substancias antibacterianas produzidas por diversas espécies de
microrganismos (bactérias, fungos e actinomicetos), sdo chamadas de antimicrobianos. O uso
comum estendeu o termo antibidtico para incluir agentes antimicrobianos sintéticos, como as
sulfonamidas e as quinolonas. Essas substincias sdo antagonistas ao desenvolvimento de
bactérias no meio, atuam por meio de processos essenciais a multiplicacdo da célula
bacteriana e, por conseqiiéncia, a sua sobrevivéncia. Os antibidticos diferem entre si nas suas
propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas, no espectro antibacteriano e no mecanismo de
agdo G:10)
Os antibidticos P-lactamicos, incluindo os subgrupos das penicilinas,
cefalosporinas e como fra¢cdo menor carbapenémicos e outros, estdo entre os mais consumidos

por humanos na maioria dos paises. Eles sdo responsaveis por aproximadamente 50-70% do
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total de uso de antibidticos, tanto no que se refere ao consumo pela comunidade como em
ambiente hospitalar ab,

Portanto, devido ao grande consumo e por serem excretados deforma praticamente
inalterada, os antibidticos, como outras classes de farmacos, tém sido determinados em
diversas amostras ambientais.

Um programa de monitoramento das dguas subterraneas de Baden-Wiirttemberg

l.(m, os autores avaliaram 60 farmacos, incluindo antibidticos.

foi elaborado por Sacher et a
Para tanto, foram utilizadas técnicas cromatogréficas tais como cromatografia gasosa (CG)
acoplada a espectrometro de massa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram
identificados sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfadimidina, ronidazol, roxitromicina, entre
outros, em concentracdes variando de 10 a 100 ng L™

Hirsch et al.'¥

examinaram amostras de dgua de rio e estacdes de tratamento de
efluentes na Alemanha e detectaram 5 dos 18 compostos investigados (eritromicina,
roxitromicina, claritromicina, sulfametoxazol e trimetropima). As amostras foram pré-
concentradas utilizando técnica de liofiliza¢do e em seguida os farmacos foram quantificados
por CLAE. Os autores concluiram que esses antibidticos foram detectados em concentracdes
dela6ugL’.

Martins et al."® utilizaram a técnica cromatografia liquida com extracao em fase
sOlida e em fase reversa com detector de fluorescéncia para determinar ciprofloxacina, em
efluente hospitalar do Hospital da Universidade Federal de Santa Maria. Foram encontradas
concentracdes médias de ciprofloxacina 54+21 ug L' e 65+45 pg L' antes e depois da
estacdo de tratamento do efluente, respectivamente.

Gulkowska et al.*Y

examinaram amostras de dguas costeiras no litoral de Hong
Kong. Um grupo de 8 antibidticos foram avaliados, entre eles trés pertencentes ao grupo das
cefalosporinas (cefalexina, cefazolina e cefotaxima). Para tanto, os autores utilizaram CLAE
acoplada a espectrometro de massa. O antibidtico cefalexina foi determinado nas
concentracdes de 10 a 182 ng L™, com os autores concluindo que cefazolina e cefotaxima nio
foram determinadas por estarem abaixo do limite de detec¢do do método.

Li e Zhang"® realizaram estudo em duas estacdes de tratamento de efluentes. Os
autores investigaram 20 antibidticos de sete classes diferentes (fluoroquinonas, -lactamicos,
macrolideos, tetraciclinas, sulfonamidas, clorofenicol e trimetopina). Os antibidticos foram
detectados, utilizando CLAE acoplada a espectrometro de massa, em concentragdes que

variaram de 3,2 a 1718 ng L' nas amostras de afluentes, 1,3 a 1176 ng L! apds tratamento

secundério (por lodo ativado — LA) e 1,1 a 233 ng L' apoés tratamento por desinfec¢do. Foi
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constatado nesse estudo que, os antibidticos ampicilina, cefalexina, sulfametoxazol,
sulfadiazina, sulfametazina, clortetraciclina e vancomicina foram efetivamente eliminados
(entre 52 e 100%) por meio do tratamento com lodo ativado, enquanto os antibiéticos
cefalexina e ampicilina foram eliminados (91 — 99%) por desinfeccdo.

Gao et al."”

investigaram a ocorréncia, eficiéncia de remog¢do e variacdo sazonal
de 22 antibiéticos, incluindo fluoroquinonas, sulfonamidas e macrolideos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O estudo foi realizado em oito estacdes de
tratamento de efluentes em Beijing, China. Os autores detectaram um total de 14 antibidticos
nas amostras de dguas residuais com concentracdes entre 1,2 e 3,1 ng L. A eficiéncia de
remog¢do foi entre 34 e 72%. Os autores concluiram que, dos antibidticos estudados, as
fluoquinonas apresentaram maior eficiéncia de remocao, provavelmente devido a sua

adsor¢do no lodo ativado.

1.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas formam, junto com as penicilinas, os dois maiores e mais
importantes grupos de antibidticos por possuirem um amplo espectro de a¢do. Os primeiros
estudos sobre as cefalosporinas datam de 1948, quando um fungo, Cephalosporium
acremonium, foi isolado no mar pr6ximo a uma saida de esgoto, na costa da Sardenha. Ja se
sabia entdo, que o filtrado nao purificado deste fungo inibia o crescimento do Staphylococcus
aureus e combatia a febre tiféide em humanos. Esse filtrado continha trés antibidticos
diferentes que foram denominados cefalosporina N, P e C. Com o isolamento do nucleo ativo
da cefalosporina C, o 4cido 7-aminocefalosporanico, ¢ com a adi¢do de cadeias laterais,
tornou-se possivel produzir compostos semi-sintéticos com atividade antibacteriana muito
maior do que da substincia original®"'¥.

As cefalosporinas pertencem ao grupo dos antibidticos B-lactamicos e possuem
uma estrutura semelhante a um importante componente da parede bacteriana, o
peptidoglicano. A a¢do desse antibidtico estd relacionada com a inibicao da ligacdo final do
peptidoglicano, impedindo a formacao da parede bacteriana. Com a parede celular incompleta
e enfraquecida, a célula bacteriana sofre ruptura e morre"'”.A Figura 1 apresenta a estrutura

geral das cefalosporinas.
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Figura 1 — Estrutura geral das cefalosporinas.

Fonte: EL-SHABOURY, S. R. et al., Journal Pharm. Biomed. Anal., v. 45, p. 1-19, 2007

Esse grupo de antibidticos semi-sintéticos € representado por varios compostos
que podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica, suas caracteristicas
farmacoldgicas, sua resisténcia as -lactamases e seu espectro de atividade. Entretanto, as
cefalosporinas sdo classificadas em 17, 27, 3* e 4* geracdes. Essa classificacdo se baseia nas
caracteristicas gerais de atividade antimicrobiana e sdo determinadas pela substituicdo dos
grupamentos R;, R, e R;®” As principais diferencas observadas entre as geracdes das
cefalosporinas referem-se ao espectro de acdo. A atividade contra bactérias Gram-negativas
como Enterobacter, Moraxella, Hemophilus e Proteus aumenta conforme as geragdes. No
entanto, a eficdcia sobre bactérias Gram-positivas como estafilococos e estreptococos
caminha em sentido oposto, e diminui a medida que avangcam as geracdes. Assim, as geragoes
mais “antigas” de cefalosporinas t€ém melhor eficicia sobre bactérias Gram-positivas do que
as geracdes “novas”, e ainda tem boa eficécia sobre Escherichia coli e Klebsiella. As geragdes
mais recentes apresentam como vantagem a menor frequéncia de doses necessdrias a
manutencao de niveis séricos terapéuticos. As cefalosporinas de terceira geragao t&ém também
tendéncia a serem resistentes as P-lactamases. De uma forma geral, as cefalosporinas,
apresentam-se na forma de sais hidrossoliveis e sdo estdveis a pequenas variacdes de
temperatura e pH; possuem meia-vida entre 0,5 e 4 h e sdo excretadas por via urindria, em
média 80% na forma inalterada, ou seja, possuem propriedades fisico-quimicas e

farmacocinéticas semelhantes em suas quatro geracoes".
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1.1.1 Cefalexina

A cefalexina (CFA), acido (6R,7R)-7-[(2R)-2-amino-2-fenilacetamido]-3-metil-8-
0x0-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]-oct-2-eno-2-carboxilico, cuja estrutura estd apresentada na
Figura 2,€ um antibiético do grupo das cefalosporinas de primeira geragao que € indicado para
o tratamento de infeccdes por bactérias sensiveis a cefalexina: sinusites (inflamacdes do seio
da face), infec¢des do trato respiratorio, otite média (inflamacdes noouvido médio), infec¢des
da pele e tecidos moles, infec¢des Osseas, infeccdes do trato geniturindrio e infeccdes
dentdrias. Devido a sua semelhanca com a familia das penicilinas,ela costuma ser

administrada em pacientes alérgicos aquele grupo de antibiéticos®".

Figura 2 — Férmula estrutural da cefalexina

Fonte: XU, M.; MA, H.; SONG, J.; Journal Pharm. Biomed. Anal., v. 35, p. 1075-1081, 2004.

A CFA estd disponivel para administracdo oral e possui 0 mesmo espectro
antibacteriano das outras cefalosporinas de primeira geracdo. A terapia oral da cefalexina
resulta em concentracdes plasmaticas maximas de 16 pg mL™" ap6s uma dose de 0,5g, sendo
essa concentracdo adequada para inibicdo de muitos patégenos Gram-positivos e Gram-
negativos. Assim como a maiorias das cefalosporinas, a CFA nao € metabolizada e em torno

de 1 h (tempo de meia-vida) apds a administragdo, cerca de 80% sdo excretados na urina®.
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1.1.2 Cefuroxima

A cefuroxima sédica (CFX) (6R,7R)-3-[(carbamoiloxi)metil-7-[[(Z)-2-furanil)-
metoxiimino)acetilJamino]-8-0x0-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]-2-octeno-2-carboxilato de sdédio,
cuja estrutura estd apresentada na Figura 3. A diferenca estrutural entre a cefuroxima sédica e
outras cefalosporinas € o grupo metoxiamino na posi¢do 7 que apresenta estabilidade contra
hidrolise de beta-lactamases e o grupo carbamato na posi¢do 3 que confere estabilidade
metabélica. E um antibidtico do grupo das cefalosporinas de segunda geracio, que é indicada
no tratamento de pacientes com infeccOes causadas por cepas suscetiveis dos
microorganismos relacionados as seguintes infec¢des: amigdalite e faringite, otite média,
infec¢des do trato respiratério inferior (pneumonia e bronquite), infec¢des do trato urindrio,

infeccoes da pele, sinusite®??.

Figura 3 — Férmula estrutural da cefuroxima

Fonte: HARDMAN, J. G.; LIMBRID, L. E. (ED.). Goodman e Gilman as bases farmacologicas da
terapéutica, 11° ed. Rio de Janeiro: Mac Graw-Hill, 2007

A CFX esta disponivel para administracdo oral e injetdvel,a concentracdo
inibitéria minima (CIM90) deste antibidtico varia na faixa de 1-4 mg/mL para a maioria das
bactérias sensiveis.A CFX possui meiavida de 1,7 h, € excretada principalmente pela urina, 48
a 52% sao eliminados dentro de 12 horas e o total excretado em 24 horas estd entre 90 e

95%.
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1.2 Determinacao de cefalexina e cefuroxima

O método oficial para determinagdo de CFA®?Y ¢ CEX®?9 ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do espectrofotométrica na regido do ultravioleta

(27

(UV), conforme recomendado pelas farmacopéias americana ) ¢ britanica®®. Entretanto,

diversos procedimentos analiticos para a determinacdo de CFA tém sido desenvolvidos e

) L. . o . A (29,30
relatados na literatura empregando outras técnicas, tais como: quimioluminescéncia’ 930),

(32,33) (34)

eletroforese capilar®”, espectrofotometria , espectrofluorimentria cinética”“entre outros.

Para quantificagao de CFX, encontram-se diversos trabalhos em que métodos analiticos foram

. . . . ~ N 35 . . (36
desenvolvidos, tais como: colorimetria e absor¢do atdmica®®”, potenc10metr1a( )

(37.38) (39,40)

espectrofotometria e espectrometria de absor¢do atdmica , eletroforese capilar

cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC, do inglés Micellar Electrokinectic
Capillary Chromatography)*".

Sun et al.”*” desenvolveram metodologia para determinacdo de cefalosporinas
utilizando a técnica de quimioluminescéncia por inje¢cdo em fluxo (FL-CL, do inglés Flow
Injection Chemiluminescence). Esse método € baseado no fato de que algumas cefalosporinas
podem aumentar a reacdo de CL entre glioxal e permanganato de potdssio em meio acido. Os
autores indicaram que, sob condi¢des otimizadas, foram determinadas trés cefalosporinas:
cefalexina (LD = 10 ng mL'l), cefadroxil (LD = 2 ng mL'l) e cefazolina sédica (LD = 2 ng
mL'l). O método foi aplicado em amostras de medicamentos, apresentando resultados
satisfatorios com recuperacdo entre 93,8 e 105,5% e com RSD entre 1,3 € 2,2%.

Virios antibidticos B-lactamicos entre eles CFA, foram determinados por Liu et
al.(30), em amostras de leite bovino utilizando quimioluminescéncia com sistema de
microfluxo combinado com extragdo em fase sélida. Esse método é baseado no aumento que
os antibidticos B-lactimicos promovem na luminescéncia do sistema luminol-K;Fe(CN)s. O
limite de detec¢do calculado para CFA foi de 0,1 pg mL. A recuperagdo nas amostras de
leite bovino foi em torno de 99,7% com RSD 0,7%. Os resultados mostraram-se satisfatorios
quando comparados 2 metodologia oficial (CLAE-UV®*?%), que apresentou resultados de
recuperacgdo na ordem de 93,8% com RSD 1,9%.

Mrestania er al.®" desenvolveram método de eletroforese capilar para
determinacdo direta de cefalexina em meio bioldgico (urina e bile). Os autores informaram
que as amostras de urina e bile foram analisadas utilizando curva de calibracdo com

concentracdes entre 10 e 500 ug mL™'. Eles obtiveram limite de detec¢io 3 ug mL™ tanto para

as amostra de urina como para as amostras de bile.
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Com o objetivo de determinar CFA em formulacOes farmacéuticas, de Paula et
al.®? desenvolveram metodologia analitica na qual os autores exploraram a reacdo de
transferéncia de carga da CFA com a quinalizarina (QLZ). As medidas espectrofotométricas
foram realizadas em 479 nm. Foram realizados estudos com o objetivo de determinar a
estequiometria € 0 mecanismo da rea¢do. Os autores concluiram que essa reacao ocorre com a
transferéncia de um elétron de cada dtomo de nitrogénio (dos grupamentos amino) de
molécula de CFA para o centro deficiente de carga da QLZ. Isso promove a formagdo de um
complexo de transferéncia de carga na propor¢do de uma molécula de CFA para duas de
QLZ. Os limites de deteccdo e de quantificacdo da metodologia proposta foi de 0,46 mg L'e
1,54 mg L', respectivamente.A metodologia foi aplicada em formulagdes farmacéuticas
contendo CFA, com percentuais de recuperagdo entre 92 e 105%.

Ahmed ef al.®” desenvolveram método espectrofotométrico para determinacdo de
CFA em medicamentos baseado na derivatizacdo do fairmaco com 4cido 1,2-naftoquinona-4-
sulfonico (NQS). As condig¢des otimizadas foram: pH 13,0; 80 °C; tempo de reacdo 10 min. e
concentracdo de NQS 0,4%. As medidas espectrofotométricas do produto da reacdo entre
NQS e CFA foram realizadas em 455 nm, com linearidade (n = 6) na faixa de concentracio de
0,8 22,8 ug mL™". Os limites de detec¢io e de quantificacdo foram 0,168 pg mL" e 0,509 pg
mL", respectivamente. A metodologia foi aplicada em amostras de medicamento contendo
500 mg de CFA, obtendo-se recuperacao de 104,49%+0,009.

Para a determinacdo de sete cefalosporinas, entre elas cefalexina e cefuroxima
sédica, Omar er al.®" desenvolveram metodologia analitica utilizando espectrofluorimetria
cinética. Os farmacos foram submetidos a degradacdo sob condi¢des alcalinas. A reacdo foi
seguida espectrofluorimetricamente a partir da medida da taxa de alteracdo da intensidade de
fluorescéncia a um dado comprimento de onda de emissdo. Para tanto, foram utilizados os
métodos da taxa inicial e de tempo fixos, apresentando curvas de calibragdo com linearidade
na faixa de concentracio 0,2 a 1,2 ug mL" para cefalexina e 0,2 a 2,2 ug mL" para
cefuroxima sédica, respectivamente. Apds a otimizacdo das condi¢des experimentais, 0S
limites de detec¢do (LD) foram calculados: LD = 0,2845 ug mL™" para CFA e LD = 0,278 g
mL"' para CFX. A metodologia foi aplicada em amostras comerciais ¢ em plasma humano,
apresentando eficiéncias de recuperacao entre de 99,11 e 100,66% com desvio padrdo relativo
(RSD, do inglés Relative Standard Deviation) entre 0,379 e 1,02% para CFA e recuperacao
entre 99,95 e 101,08% com RSD entre 0,48 e 0,70% para CFX.

Salem e Askal® utilizaram colorimetria e espectroscopia de absor¢do atdmica

para determinacdo de diversas cefalosporinas, entre elas CFX. A metodologia desenvolvida
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consiste na reacio dos farmacos com sal de Reineke' em meio 4cido a 25 °C. Os autores
concluiram que os procedimentos apresentaram boa precisdo quando aplicados na andlise dos
antibidticos. O percentual de recuperacdo de CFX nas amostras do medicamento Zinnat
(comprimido e suspensdo) variou entre 99,1%+0,35 e 99,6%+0,33.

Lima et al.®® desenvolveram eletrodos seletivos para cefuroxima usando 2-
nitrofeniloctil éter (X), cefuroximatetraoctilamoénio (A) e 4-ter-otcylfenol (TOP). Os autores
denominaram eletrodos com essa composi¢ao de XA-TOP e os utilizaram em sistema FIA. As
medidas potenciométricas foram realizadas em meio de tampao fosfato (pH 3,5) e o valor de
limite de deteccdo foi calculado como sendo na ordem de 1,3 x 10* mol L*, com
reprodutibilidade de 90,6 mV dia™.

Ayad er al®” desenvolveram metodologia para determinacdo de cefotaxina
sodica e cefuroxima sodica utilizando espectrofotometria e espectrometria de absorc¢ao
atomica (EAA). O método espectrofotométrico foi fundamentado na formacado de complexos
de transferéncia de carga entre os firmacos (n-doadores) e 7,7,8,8-teracianoquinodimetano
(TCNQ) ou acido p-cloranilico (p-CA) (n-receptores). O produto formado foi medido a 838 e
529 nm para TCNQ e p-CA, respectivamente. A determinacao dos farmacos por EAA baseou-
se na formagdo do precipitado formado entre os produtos da hidrélise alcalina dos farmacos
com nitrato de prata ou acetato de chumbo em meio neutro, com o teor de prata ou chumbo
dos precipitados formados sendo determinados direta ou indiretamente por EAA. A
metodologia foi aplicada na determinacio de CFX no medicamento Zinnat® (liquido) e
apresentou valores de recuperagdao entre 100,16%+0,525 e 101,25%+1,021 por
espectrofotometria e entre 100,28%+0,694 e 101,36%+0,733 por EAA.

El-Gindy et al. ©% desenvolveram duas metodologias para determinacdo de CFX
em amostras de urina humana.A medida espectrofotométrica foi realizada a partir da derivada
primeira de CFX em meio de 0,1 mol L'de NaOH, a 292,5 nm, na faixa de concentrag¢do de 2
a 10 pg mL™". O limite de deteccdo calculado foi de 0,07 pg mL". Para HPLC, foi utilizado
coluna LiChrospher 100 RP-18 (5 mm) em temperatura ambiente, fase movel agua-
acetonitrila-acido acético (85:15:0,1 v/v) com uma taxa de fluxo de 1,5 mL min!. A
quantificacdo foi realizada utilizando detector ultravioleta (UV) em 275 nm. A relacdo entre
as areas dos picos e concentracio foi linear num intervalo entre 2 e 10 pg mL" e o limite de
deteccdo calculado foi de 0,07 pug mL™". Estudos de recuperagdo foram realizados em amostras

de urina e calculados pela comparacdao da amplitude de pico (para o método da derivada

! Sal Reinecke (sal tetratiocianatodiaminocromato(III) de amdnio), é usado na determinacdio quantitativa de
farmacos como agente precipitante.
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primeira) ou drea de pico (para HPLC) na amostra de urina contaminada com concentra¢ao
conhecida de CFX e o branco. A recuperacao média ficou em torno de 100,6%=0,84 usando
derivada-primeira e 100,3%=0,61 usando HPLC. Os autores concluiram que as metodologias
desenvolvidas proporcionam andlise quantitativa simples, precisa e sensivel na determinacao
de CFX em urina e ainda concluiram que o método HPLC apresentou maior seletividade do
que o método da derivada-primeira; porém, o segundo método apresenta como vantagens
baixo custo e maior rapidez.

Choi e Song ©” determinaram CFX por sistema de eletroforese capilar (EC)
usando solugdo 150 mmol L™ de dodecil sulfato de sédio em 20 mmol L' de fosfato e borato
de sédio (pH 9,0) como eletrélito com detector UV a 274 nm. A faixa de concentragdo da
regido de linearidade foi de 0,6 a 700 ng mL™, apresentando limite de deteccdo de 0,28 pmol
L'. A metodologia foi aplicada em amostras de plasma humano, com percentuais de
recuperacgdo entre 98 e 101%.

Andrisi er al.“” apresentam trabalho procedimento para pré-tratamento amostras
com elevada viscosidade para posterior andlise por eletroforese capilar. Os autores utilizaram
amostras de secre¢des bronquicas, cujo pré-tratamento consistiu em congelar as amostras que
posteriormente foram liofilizadas por 12 h sob viacuo. O material poroso obtido foi
solubilizado em uma mistura de dgua e metanol (1:1); as solucdes obtidas foram, entdo,
centrifugadas e o sobrenadante foi centrifugado por 2 h a 9.000 rpm a 4 °C. Foram analisados
seis farmacos do grupo das cefalosporinas, entre eles a CFX, com o limite de detec¢do para
essas moléculas nas amostras de secre¢des estando entre 0,42 ¢ 0,84 ug mL™.

Adegoke e Quadri®"  desenvolveram método espectrofotométrico  para
determinacdo de cefalosporinas, baseado numa reacdo em duas etapas: diazotizacdo das
cefalosporinas com NaNQO; a temperatura entre 0 e 5 °C seguido de “acoplamento” (coupling)
com p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB). Os produtos dessas rea¢des absorvem entre 400 e
430 nm. O antibidtico cefuroxima foi determinado em 420 nm, apresentando regido de
linearidade na faixa de concentragdo entre 10 e 40 ug mL™". A partir dos dados da regressdo
linear foram calculados os limites de deteccdo (1,751 pg mL™") e de quantificacdo (5,84 g
mL™"). A metodologia desenvolvida foi aplicada em formulagdes farmacéuticas contendo CEFX
e apresentou valores de recuperacdo entre 98,71%=%1,06 e 103,48%=1,12. Os autores
propuseram que, por sua simplicidade, precisdo e baixo custo, o método espectroscopico por
eles desenvolvido pode ser utilizado no controle de qualidade de farmacos e medicamentos.

A sensibilidade analitica alcancada por esses métodos tem apresentado valores

satisfatorios. Entretanto, a maioria deles necessita de etapas de pré-tratamento e extracdo das
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amostras, consumo de grande quantidade de solventes organicos de média e alta toxicidade,
além de elevado custo e tempo de anédlise. Nesse contexto, as técnicas eletroanaliticas vém se

destacando nos dltimos anos ¢>4344:4%

e se consolidando como uma alternativa vidvel para a
determinacao de diversas substancias, tais como farmacos, pois sao simples, de baixo custo no
que se refere a instrumentacdo ou materiais utilizados quando comparadas as técnicas
cromatogréficas. Isso porque apresentam tempo relativamente curto de andlise, auséncia de
etapas preliminares de extracdo e, quando hd necessidade do preparo de amostras, sdo
procedimentos relativamente simples e rapidos“®. Além disto, sdo capazes de fornecer limites
de deteccdo baixos além de fornecerem informagdes que podem caracterizar e descrever
eletroquimicamente os sistemas estudados “n

Apesar do grande nimero de trabalhos publicados na literatura, utilizando
técnicas voltamétricas para determinacao de cefalosporinas, como citado por El-Shaboury et
al.®, sdo poucos os trabalhos que relatam a determinacdo de CFA e CFX utilizando as
técnicas voltamétricas.

Ivaska e Nordstron®® utilizaram eletrodo gotejante de mercirio (DME, do inglés
Dropping Mercury Electrode) como eletrodo de trabalho para determinacao de CFA em meio
4cido, HC1 0,03 mol L™, Para tanto, foi aplicada a técnica de polarografia de pulso diferencial
(DPP, do inglés Differential Pulse Polarography). O limite de detec¢do calculado foi LD = 2
pg/mL. O método proposto foi testado em amostras de formulacdes comerciais contendo
CFA, com recuperacdo em torno de 106% com RSD de 2%.

Xu et al.®V

eletrodo de gota pendente de mercirio (HMDE, do inglés Hanging
Mercury Drop Electrode), como eletrodos de trabalho para desenvolver metodologia analitica
para determinacdo de CFA em de tampao Britton-Robbinson (BR) pH 2,0. Segundo os
autores, a metodologias desenvolvida mostrou-se eficiente na determinacdo de CFA em
amostras de formulagdes comerciais € em soro sanguineo, apresentando percentuais de
recuperagdo entre 96,4% e 101,0% com RSD entrel,9 e 4,5%. Além disso, a metodologia
apresentou a vantagem de ser rdpida e apresentar baixo consumo de reagentes. Os autores
relatam que, a reducdo de CFA sobre HMDE ocorre com a transferéncia de dois prétons e
dois elétrons e que o sitio de reducdo da seria a dupla ligacdo (— C = C —) do grupo etilénico,

envolvendo a transferéncia de dois elétrons e dois prétons, de acordo com a Figura 4.
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Figura 4 — Proposta de mecanismo para a reacio de reducdo de CFA, sobre HMDE, em meio de tampao BR 0,04
mol L' pH 2.0, segundo Xu ef al.
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Fonte: XU, M.; MA, H.; SONG, J.; Journal Pharm. Biomed. Anal., v. 35,p. 1075-1081, 2004.

H H

Mendez et al.*”’ determinaram indiretamente CFA a partir do pico de reducdo de
Ni (II) utilizando DME, esse estudo foi realizado em meio alcalino (pH 8,0). Apds a
otimizacdo das condicdes experimentais, a curva de calibracdo foi construida na faixa de
concentracdo de 2,4)(10"7 a 6,0)(10'6 mol L' de CFA com coeficiente de correlagdo (R) de
0,996. A precisao da metodologia foi avaliada utilizando 10 solucdes de 2,4x10° mol L™ de
CFA obtendo-se RSD = 3,8%. Os autores mostraram que a redu¢do de Ni (II) € um processo
reversivel catalisado pela formac¢do de um complexo entre o niquel e o anion cefalexina
adsorvido na superficie do eletrodo de mercurio.

Chailapakul et al.®” testaram o comportamento eletroquimico da CFA sobre
eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) e sobre eletrodo de carbono vitreo também
em meio alcalino (pH 9,2), os autores reportam a existéncia de processos de redu¢do em
potencial 0,577 V e uma relacdo linear em baixas concentracdes de CFA (na faixa de 10 a 25
mmol L) utilizando o EDDB; nio foi possivel estabelecer regido de linearidade quando foi
utilizado eletrodo de carbono vitreo devido a baixa resposta de corrente, o que pode ser
atribuida a adsor¢ao de moléculas na superficie desse eletrodo.

Fogg et al.®" 1.6%

e Sengiin et a realizaram um estudo do comportamento
eletroquimico de CFX utilizando DPP. Os autores, nos dois trabalhos, reportam a existéncia
de picos de reducao em torno de -0,39 V e em torno -1,02 V, sendo o primeiro com potencial
para determinacdo analitica. Os estudos foram realizados em meio 4cido, utilizando tampao

BR (pH 2,5) e tampdo citrato (pH 2,0), respectivamente. Sengiin er al.®?

aplicaram a
metodologia desenvolvida em comprimidos de Zinacef® contendo 250, 750 e 1500 mg de
CFX e obtiveram valores de recuperacdo que variaram entre 99% e 110% e %RSD em torno

de 1%. Nesse estudo sugere-se que a reagao de redugao da molécula de CFX ocorre no grupo
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— C =N — para o pico 1 e deverd ocorrer no grupo — CH; — R para o pico 2 envolvendo a

transferéncia de dois elétrons em cada pico conforme apresentado nas Figuras 5 e 6.

Figura 5 — Mecanismo para a reac¢do de reducio (pico 1) de CFX, sobre HMDE, em meio de tampao BR0,04 mol
L' pH 2,0 segundo Sengiin et al.
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Fonte: SENGUN, F. 1.; ULAS, K.;: FEDAI, 1., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 3, p.
191-199, 1985

Figura 6 — Mecanismo para a reac¢do de reducio (pico 2) de CFX, sobre HMDE, em meio de tampao BR0,04 mol
L' pH 2,0 Sengiin e7 al.
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191-199, 1985
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1.3 Técnicas Voltamétricas

As técnicas voltamétricas apresentam grande aplicacdo nas mais diversas dreas do
conhecimento tais como, medicina, bioquimica, quimica ambiental e fisico-quimica,
objetivando tanto a obtencao de informag¢des fundamentais sobre propriedades intrinsecas das
substancias organicas e inorganicas, quanto o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos.

A voltametria compreende um grupo de métodos eletroanaliticos nos quais as
informacdes sobre o analito se baseiam na medi¢ao da corrente resultante de uma oxidacao ou
reducdo na superficie de um eletrodo indicador ou de trabalho durante a aplicacdo de uma
diferenca de potencial na célula eletroquimica®. Dentre as técnicas voltamétricas mais
aplicadas em estudos eletroquimicos e desenvolvimento de métodos -eletroanaliticos,

destacam-se a Voltametria Ciclica (VC) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).
1.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é a técnica mais comum usada para adquirir
informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica resulta
da sua capacidade de fornecer rapidamente informagdes sobre a termodinamica de processos
redox, da cinética de reacOes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre reacdes
quimicas acopladas a processos adsortivos®?.

Na VG, inicia-se a aplicacdo de um valor de potencial no qual nao ocorre reducao,
e com o aumento do potencial para regides mais negativas (catddicas) ocorre a redugdo da
espécie quimica em solugdo, gerando um pico de corrente proporcional a concentragdo desta
espécie; quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reacdo de reducdo
ocorre, o potencial € varrido no sentido inverso, até o valor inicial. O tipo de voltamograma
gerado depende do mecanismo redox que o composto em questio sofre no eletrodo, o que faz
da voltametria ciclica uma ferramenta importante para estudos mecanisticos. Por essa razao,
esta técnica € frequentemente o primeiro experimento utilizado em um estudo eletroquimico,
pois permite a localiza¢do do potencial redox da espécie eletroativa e avaliacdo conveniente
do efeito do meio no processo redox®?. A Figura 7 apresenta o padrao tipico da excita¢do do

sinal para a voltametria ciclica, potencial na forma de onda triangular.
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Figura 7 — Padrao tipico de excitagc@o do sinal para a voltametria ciclica
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Fonte: GOSSER, JR. K. D.; Cyclic Voltammetry: Simulation and Analysis of Reaction Mechanisms, New
York, UCH Publishers, 1993

1.3.2 Voltametria de onda quadrada

Na voltametria de onda quadrada (VOQ), a forma da curva corrente-potencial é
proveniente da aplicacdo de potenciais de altura AE; (incremento de varredura de potenciais)
que varia de acordo com uma escada de potencial com largura « (amplitude do pulso) e
duracdo de 1 (periodo). Na curva de potencial-tempo, a largura de pulso (t/2) é chamada e a
frequéncia de aplicacao dos pulsos é chamada de f e € dada por (//f). As correntes elétricas
sao amostradas duas vezes, uma ao final do pulso direto, quando a direcdao do pulso € igual a
direcdo da varredura, e outro ao final do pulso reverso, onde a direcao do pulso € contraria a
direcdo da varredura. O sinal é obtido como uma intensidade de corrente resultante (Al) de
forma diferencial, e apresenta excelente sensibilidade, pois esta amostragem garante uma
minimizacdo da contribui¢do da corrente capacitiva sobre a corrente resultante®”. A forma de

aplicacdo dos pulsos de potencial € apresentada na Figura 8.
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Figura 8 — Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada
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Fonte: DE SOUZA, D.; MACHADO, S. A. S.; AVACA, L. A.; Quimica Nova, v. 26, p. 81-89, 2003

As curvas de corrente-potencial apresentam um perfil bem definido e sao,
geralmente, simétricas, isso porque as correntes sao medidas somente no final de um semi-
periodo e as variacdes na altura e na largura do pulso de potencial sdo sempre constantes, para
um determinado intervalo de potenciais. Os parametros eletroquimicos, corrente de pico (Ip) e
potencial de pico (Ep), quando relacionados com a frequéncia de aplicagdo de pulsos de
potencial, fornecem informagdes importantes sobre a reversibilidade dos sistemas
estudados™.

Nas respostas de corrente obtidas por VOQ, a corrente medida € uma resultante
entre as correntes de varredura no sentido direto e no sentido reverso de aplicacdo de pulsos

169

de potencial~”’, conforme a equagio:

IResultante = IDireta - IReversa (1)

A separacdo e demonstracdo destas correntes podem ser utilizadas para se
observar a presenca de picos em ambos os sentidos e, assim, realizar uma avalia¢io do tipo de
reacdo redox que ocorre no sistema.

Portanto, a VOQ € uma das técnicas de pulso mais rdpida e sensivel, apresentam
menor consumo de espécie eletroativa, diminuicdo dos problemas associados ao bloqueio da
superficie do eletrodo por produtos de reacdo, e os limites de deteccdo podem ser
comparados, em determinadas situacdes, aos das técnicas cromatogréficas e espectroscopicas.
Além disso, a andlise dos resultados também possibilita a avaliacdo cinética e mecanistica

considerando-se espécies adsorvidas ou ndo a superficie do eletrodo de trabalho.
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e FEletrolito de suporte

Em sistemas eletroquimicos, o eletrélito de suporte € uma substancia que,
adicionada em altas concentragdes (cerca de cem vezes maior do que a espécie eletroativa),
pode minimizar o fendmeno de migracdo para o transporte de massa das espécies eletroativas

%) Para ser utilizada como eletrdlito de

e diminuir a espessura da dupla camada elétrica
suporte uma substincia deve ter alta solubilidade, alto grau de ionizacdo, ser quimicamente
estdvel, ou seja, ndo reagir com o analito eletroativo ou nenhum dos seus subprodutos e ser
eletroquimicamente estdvel, ou seja, ndo deve sofrer reacdo de oxidacdo ou reducdo no
intervalo de potencial em estudo®”. Essas propriedades possibilitam com que o eletrélito de
suporte exerca fungdes importantes nos sistemas eletroquimicos, tais como: manter a baixa
resisténcia da célula, j4 que, devido a sua alta concentragdo, é responsavel por quase a
totalidade da corrente idnica; o eletrélito de suporte também mantém constante a for¢a idnica
da solugdo, impedindo que a composi¢do da interface entre a solucdo e o eletrodo mude
significativamente com a corrente proveniente da reacdo. Finalmente, o eletrdlito de suporte
suprime a contribui¢ao da corrente de migracdo (formagdo de um gradiente de carga elétrica)

no transporte do analito para a superficie do eletrodo®”.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver metodologias eletroanaliticas para
determinacdo de CFA e CFX, realizando também estudo do comportamento eletroquimico
dessas moléculas sobre a superficie de merciurio, utilizando as técnicas de voltametria ciclica

e de onda quadrada.

2.2 Objetivos especificos

De acordo com o objetivo geral, seguem os objetivos especificos:

1. Otimizacdo dos parametros experimentais e voltamétricos para o desenvolvimento de

procedimentos analiticos para determinagdo dos antibidticos CFA e CFX;

2. Obtengao de informagdes sobre o mecanismo eletroquimico envolvido nas moléculas de

CFA e CFX, empregando voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada;

4. Constru¢do de curvas analiticas e cédlculo dos limites de detec¢do e de quantificagdo, bem
como avaliagdo da eficiéncia da metodologia por meio dos parametros de validagdo —

repetibilidade, reprodutibilidade, seletividade, precisao, exatidao;

5. Aplicacdo da metodologia desenvolvida em amostras de formulacdes comerciais, de leite

bovino e de dguas naturais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Instrumentacao

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando potenciostatoAutolab
modelo PGSTAT 30 (Eco Chemie) controlado por um computador, usando o software GPES
(General Purpose Electrochemical System) versao 4.9. A d4gua empregada para preparacdo das
solucdes e lavagem das vidrarias foi purificada por um sistema Milli-Q (Millipore, Inc.),
apresentando resistividade 18,2 MQ cm. Todas as pesagens foram realizadas utilizando-se
uma balanga analitica Kern, modelo 410 com precisdao de + 0,1 mg. As medidas de pH foram
realizadas em um pHmetro modelo B474 (Microna1®) e um eletrodo de vidro combinado
(Micronal®).No preparo das solucdes e das amostras foi utilizado banho de ultrassom modelo

D-40X (CTA do Brasil), frequéncia 40 KHz e capacidade 3,2 litros.

3.2 Eletrodos

Foi utilizado como eletrodo de trabalho um eletrodo de gota pendente de mercurio
(HMDE), de area 0,52 mm2, modelo VA Stand 663 (Metrohm). Um eletrodo de Ag/AgCl/CI’
em meio de KCI saturado foi utilizado como sistema de referéncia. Como eletrodo auxiliar,
foi utilizado carbono vitreo na forma de cilindro com 65 mm de comprimento e didmetro de 2

mm (Metrohm).

3.3 Célula eletroquimica

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando-se uma célula
eletroquimica de compartimento Unico em vidro com capacidade de 50 mL, possuindo
orificios para encaixe dos eletrodos, entrada de tubo para desaeracdo da solucdo (entrada de

gds inerte) e orificio para adi¢ao das aliquotas da solucdo contendo o analito.

3.4 Reagentes e Solucoes

3.4.1 Reagentes
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Todos os reagentes utilizados sdo de pureza analitica (P.A.) e estdo apresentados

na Tabela 1 com as suas respectivas procedéncias.

Tabela 1 — Lista de reagentes analiticos utilizados com as respectivas procedéncias

Reagente Férmula Quimica Procedéncia
Acido acético CH;COOH VETEC®

Acido fosférico H;PO, VETEC®

Acido bérico H3BO; VETEC®

Acido nitrico HNO; VETEC®

Acido citrico CsH30O; VETEC®
Cloreto de potassio KCl1 VETEC®
Etanol CH;CH,0H VETEC®
Hidréxido de sédio NaOH VETEC®
Fosfato de s6dio dibasico anidro Na,HPO, VETEC®
Fosfato de potdssio dibasico anidro K,HPO,4 VETEC®
Fosfato de potdssio monodibasico anidro KH,PO4 VETEC®
Sulfato de amdnio (NH4),SOy4 VETEC®
Hidréxido de potdssio KOH VETEC®
Hidréxido de sédio NaOH Synth®
Cefalexina Ci6H17N304S Sigma—Aldrich®
Cefuroxima Ci6H16N4OgS Sigma-Aldrich®

O gés nitrogénio utilizado nos experimentos é de procedéncia da White Martins

de pureza 4.6 (99,996%).

3.4.2 Solugoes tampades

O tampao Britton-Robinson (BR) foi preparado adicionando-se em quantidades
adequadas de acido acético e acido fosforico, ambos em concentracao 0,04 mol L' e de 4cido
bérico em baldo volumétrico de 500 mL e diluida com 4gua até esse volume. O pH (2 a 12)
foi ajustado com solucio de NaOH 2,0 mol L™,

A solucdo tampdo acetato foi preparada a partir da mistura de quantidades
adequadas de acetato de sodio anidro e de dcido acético glacial. O pH (3,6 a 5,6) foi ajustado
com solugdo de dcido acético®™®.

O preparo da solugcdo tampdo fosfato foi realizado pela adicdo de fosfato de
potassio dibdsico anidro e de fosfato de potdssio monobdsico anidro, em quantidades
adequadas com posterior dissolucdo em dgua em baldo volumétrico de 500 mL. O pH (4 a 8)

dessa soluco foi ajustado com as solu¢des que compdem a mistura®.
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O tampao Mclllvaine foi preparado pela mistura de quantidades adequadas de
solucdes de fosfato de sddio dibdsico anidro e dcido citrico, ambos em concentragdo 0,1 mol
L. O pH (2,2 a 8,0) foi ajustado com adicdo de solucdo de fosfato de sédio dibésico ou de

4cido citrico de acordo com a pH desejado®® .

3.4.3 Solugoes dos padroes de cefalexina e cefuroxima

As solugdes estoque de cefalexina e cefuroxima foram preparadas pesando-se uma
quantidade adequada de cada composto a fim de se obter concentracdo de 1,0x10” mol L™,
seguida de solubilizacdo em 4gua purificada e agitacdo por 5 minutos em banho de ultrassom
para completa dissoluc¢do. A solu¢do foi mantida ao abrigo de luz e sob refrigeracdo em torno
de 4 °C. A partir da diluicdo desta solucdo foi preparada uma solucdo 1,0x10™ mol L de

cada composto.

3.4.4 Solugoes da formulacao comprimido de cefalexina e cefuroxima

O comprimido de Keflex® contém 500 mg de cefalexina e excipiente amarelo
FD&C 1n°6 (sunsetyellow). A dissolucio de Keflex® foi realizada pesando-se dez
comprimidos com massa média de 0,61458 + 1,68)(10'2 g e triturando-se em almofariz até a
obtenc¢do de p6 fino homogéneo. Uma quantidade adequada dessa massa foi transferida para
baldo volumétrico de 25 mL e diluida com 4gua até esse volume. O balao foi mantido em
banho de ultrassom por 10 minutos para efetuar a completa dissolu¢dao do seu conteido. Da
solugdo resultante com concentragdo 1,05x107 mol L' foi retirada uma dada aliquota, que foi
adicionada a um baldo volumétrico de 10 mL, tendo seu volume completado com 4gua para
obtencdo de solugdo 1,0x10™ mol L™.

O comprimido de Zinnat® contém 250 mg de cefuroxima e excipientes celulose
microcristalina, croscarmelose sédica, lauril sulfato de soédio, 6leo vegetal hidrogenado,
hidréxido de silicio coloidal, metilhidroxipropil celulose, propilenoglicol, nipagin, nipasol e
opapray branco. A dissolucdo de Zinnat® foi preparada de forma semelhante 2 solucdo de
Keflex®. A massa média de dez comprimidos foi de 0,46311 + 5,65x10°g. Da solucdo
resultante com concentragdao 1,01x107 mol L" foi retirada uma dada aliquota, que foi
adicionada a um baldo volumétrico de 10 mL, tendo seu volume completado com 4gua para

obtencdo de solugdo 1,0x10™ mol L™.
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3.4.5 Solugoes da formulacao suspensao de cefalexina e cefuroxima

A suspensdo oral de Keflex® contém 500 mg de cefalexina por 5 mL de
suspensdo. Apds reconstituicdo, cada 1 mL dessa preparagdo contém como excipientes 300,00
mg de sacarose, 0,60 mg de amarelo FD&C n° 6 com laca de aluminio (sunsetyellow) e 1,00
mg de amarelo FD&C n° 5 com laca de aluminio (tartrazina). A solugdo de Keflex® foi
preparada pela transferéncia de aliquota adequada da suspensdo oral para baldao volumétrico
de 25 mL, tendo seu volume completado com 4gua para obtencdo de solucdo 1,0x10™ mol L™
O balao foi mantido em banho de ultrassom por 10 minutos para garantir a completa
dissolu¢@o do seu contetdo. Entdo, uma aliquota apropriada foi retirada e transferida para
baldao volumétrico de 10 mL, tendo seu volume completado com dgua para obtengdo de
solucdo 1,0)(10'4 mol L.

A suspensdo oral de Zinnat® contém 250 mg de cefuroxima por 5 mL de
suspensdo. Apods reconstituicdo, cada 1 mL dessa preparacao contém como excipientes acido
estedrico, sacarose, aroma de tutti-frutti, polividona K30, aspartame, goma xantana e
acessulfamepotéssico. A solucdo de Zinnat® foi preparada pela transferéncia de aliquota
adequada da suspensdo oral para baldo volumétrico de 100 mL, tendo seu volume completado
com 4gua para obtengdo de solugdo 1,0x10” mol L. O baldo foi mantido em banho de
ultrassom por dez minutos para garantir a completa dissolu¢do do analito e deixado em
repouso até que toda a parte nao dissolvida fosse depositada no fundo do baldo. Entdo, uma
aliquota apropriada foi retirada e transferida para baldo volumétrico de 10 mL, tendo seu

volume completado com dgua para concentragdo final de 1,0x10* mol L™".

3.4.6 Solugdo de amostra de leite bovino

As amostras de leite bovino contendo teor de gordura em torno de 5% foram
adquiridas no comércio local. Em tubos de Falcon®, cada amostra de leite foi fortificada com
solucdo estoque de cefalexina e cefuroxima, na concentracdo de 1,0x10 mol L. As amostras
foram tratadas pelo método salting-out com sulfato de amoénio (6 g por 20 mL de leite),

centrifugadas durante 15 minutos a 1500 rotagdes por minuto (rpm)®”

. Uma aliquota
apropriada da solucdo sobrenadante foi retirada e transferida para baldao volumétrico de 10

mL, tendo seu volume completado com 4gua para concentracdo final de 1,0x10™ mol L™.
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3.5 Metodologia de trabalho

Para o desenvolvimento desse trabalho foram empregadas as técnicas Voltametria
Ciclica (VC) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ), pelo fato de fornecerem informagdes a
respeito dos processos redox sob estudo, além de fornecer excelente sensibilidade (no caso da

VOQ) para o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos.

3.5.1 Voltametria ciclica

A técnica de VC foi empregada inicialmente para avaliar o comportamento
eletroquimico de CFA e CFX sobre HMDE, para escolha do eletrélito de suporte bem como
do pH do meio tamponante em fun¢do de maior sensibilidade analitica. Essa técnica também
foi empregada a fim de se obter informagdes acerca do mecanismo de reducdo dessas
espécies. Para a realizacdo desses experimentos foram adicionados 20 mL do eletrdlito de
suporte a célula eletroquimica e borbulhou-se nitrogénio por 8 minutos, para remocdo de

oxigénio dissolvido da solucdo®.

3.5.2 Voltametria de onda quadrada

A técnica de VOQ foi empregada com o objetivo de desenvolver uma
metodologia eletroanalitica para determinacdo de CFA e CFX sobre HMDE nas amostras
estudadas. No desenvolvimento de metodologia eletroanalitica utilizando VOQ inicialmente
foi realizada a otimizacdo dos parametros voltamétricos, tais como frequéncia de aplicacdo
dos pulsos de potencial (f), amplitude dos pulsos de potencial (a) e incremento de potencial
(AE;). A otimizagdo foi realizada avaliando-se a intensidade da corrente de pico e o perfil
voltamétrico, obtidos em funcdo da variacdo de cada parametro separadamente. Apds a
obtencdo das condi¢des otimizadas, as curvas analiticas em eletrélito de suporte foram

construidas pela adicao de aliquotas da solucdo padrao na célula eletroquimica.

3.5.3 Aplicacdo da metodologia desenvolvida

Apds otimizacdo dos parametros experimentais (eletrolito de suporte e pH do

meio) e voltamétricos (frequéncia, amplitude e incremento de potencial), aplicou-se a
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metodologia desenvolvida para o cdlculo dos percentuais de recuperacdo em eletrélito de
suporte e nas diferentes amostras (medicamentos, leite e dgua natural). A precisdo das
metodologias desenvolvidas foi avaliada por meio da repetibilidade e da reprodutibilidade e
estimada por meio do desvio padrdo relativo, enquanto a exatidao foi avaliada pelos

percentuais de recuperacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cefuroxima

4.1.1 Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados com o objetivo de encontrar condi¢des
experimentais otimizadas, que permitam tanto a avaliacdo do comportamento eletroquimico
como o desenvolvimento de metodologia eletroanalitica sensivel para determina¢do de CFX
utilizando as técnicas voltamétricas adequadas, a saber: voltametria ciclica e voltametria de

onda quadrada.
4.1.1.1 Escolha do eletrdlito de suporte

Para avaliar o eletrdlito de suporte a ser empregado no desenvolvimento da
metodologia para determinacdo de CFX, foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica

(VC) com velocidade de varredura de 100 mV s

e voltametria de onda quadrada (VOQ),
frequéncia de aplicacdo de pulso de 100 s, amplitude de pulso de potencial de 50 mV,
incremento de varredura de 2 mV, concentragdo de CFX de 1,0)(10'5 mol L e utilizando
HMDE como eletrodo de trabalho. Foram testadas solu¢des dos tampdes BR 0,04 mol L'l,
fosfato 0,05 mol L e acetato 0,05 mol L' todos ajustados para pH 4,0. As Figuras 9 e 10
apresentam, respectivamente, os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada para CFX

1,0)(10'5 mol L', sobre HMDE, nos diferentes tampdes avaliados.
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Figura 9 — Voltamogramas ciclicos para CFX 2,91x10” mol L sobre HMDE, em diferentes eletrélitos de
suporte ajustados em pH = 4,0. v=100 mV s
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Fonte: A prépria autora

Figura 10 — Voltamogramas de onda quadrada para CFX 2,91x10” mol L', sobre HMDE, em diferentes
eletrélitos de suporte ajustados em pH = 4,0. f=100s", a =50 mV e AE, =2 mV.
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Fonte: A prépria autora

As respostas voltamétricas em tampao BR apresentaram intensidades de corrente
maiores que nos demais meios, bem como perfil mais definido por VC e por VOQ, sendo o

escolhido para dar continuidade a este trabalho.
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4.1.1.2 Influéncia do pH do meio

Ap6s ser definido o eletrélito de suporte, € necessario realizar a otimizagao do pH
do meio, pois, na maioria das determinacdes analiticas de compostos organicos, esse
parametro pode afetar de maneira significativa as respostas voltamétricas da molécula em
estudo. A Figura 11 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para CFX 1,0x10”
mol L em meio de tampdo BR 0,04 mol L, cuja influéncia do pH foi avaliada no intervalo

de 2,0a7,0.

Figura 11 — Voltamogramas de onda quadrada para CFX 2,91x10” mol L', sobre HMDE em meio de tampdo
BR 0,04 mol L™ sobre HMDE em diferentes valores de pH. f=100s", a =50 mV e AE, =2 mV.
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Fonte: A prépria autora

Analisando os voltamogramas de onda quadrada resultantes da variacdo do pH,
verificou-se que, a medida que a concentracdo hidrogenidnica diminui, os valores de potencial
de pico (para os picos 1 e 2) do antibiético CFX deslocaram-se para valores mais negativos,
com diminui¢do na intensidade de corrente. Isso indica que o potencial de pico para a redugdo
desse farmaco € influenciado pelo pH do meio. Este comportamento é caracteristico de
processos em que ocorre protonacdo da espécie eletroativa antecedendo a transferéncia de
carga®. A Figura 12 apresenta a relacdo entre intensidade de corrente de pico (pico 1) e pH

obtida para a redugdo de CFX.
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Figura 12 — Relagdo entre intensidade da corrente de pico (picol) e pH obtida a partir dos voltamogramas de
onda quadrada da Figura 11
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Fonte: A prépria autora

Como pode ser observado na Figura 12, o pH 2,0 apresentou maior intensidade de
corrente e, por consequéncia, maior sensibilidade analitica. Portanto, o pH 2,0 foi considerado
ideal para o desenvolvimento da metodologia analitica para determinagio de CFX.

A Figura 13 apresenta a relacdo entre potencial de pico de reducdo e pH do meio,
a partir da qual se pode constatar a presenca de duas regides de linearidade. A primeira entre
os valores de pH 2,0 a 4,0 e a segunda entre pH 4,0 e 6,0. As duas regides de linearidade

podem ser representadas pelas equagdes 2 e 3.

Figura 13 — Relacdo entre potencial de pico de redugdo e pH obtida a partir dos voltamogramas ciclicos de CFX
2,91x10° mol L™, sobre HMDE, em meio de tamp&o BR 0,04 mol L. v =100 mV s™'
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Fonte: A prépria autora
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Regido 1: - Epico (V) =0,2096 + 0,0688 pH 2)
Regido 2: - Epico (V) =0,0362 + 0,1114 pH 3)

Utilizando o valor da inclinagdo da reta de Eic, vs. pH (equagdo 1) € possivel

calcular o nimeros de prétons envolvidos na rea¢do utilizando a equacao:

2,303RTm

Eico= E°
pico WF

pH (4)
sendo que m é o nimero de prétons, R € a constante dos gases, T a temperatura, F a constante

de Faraday e n nimero de elétrons. O valor da inclina¢do 68,8 mV / pH sugere que o niimero

de prétons e elétrons que participam da reacdo € igual.

4.1.1.3 Comportamento eletroquimico

Foram realizados testes de eletroatividade da CFX sobre HMDE utilizando a
técnica de voltametria ciclica, utilizada tanto nos estudos de eletroatividade de compostos
quanto para diagndstico de mecanismos de reacdes eletroquimicas(w). O comportamento
eletroquimico da CFX sobre HMDE foi avaliado no intervalo de potencial de - 0,1 Va-1,2V

com velocidade de varredura de 100 mV s™, como pode ser visualizado na Figura 14.

Figura 14 — Voltamogramas ciclicos de CFX 2,91x10” mol L™, sobre HMDE, em meio de tampdo BR pH 2.0.
v=100mV s’
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Fonte: A prépria autora
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Observou-se a presenca de dois processos catddicos em - 0,35 V (pico 1) e em
-1,03 V (pico 2), ndo sendo observado processo anddico, comportamento caracteristico de

processos irreversiveis.

4.1.1.4 Influéncia da velocidade de varredura

A influéncia da velocidade de varredura na corrente de pico e no potencial de pico
de reducio da CFX foi estudada no intervalo de 10 a 500 mV s'. Os voltamogramas obtidos

em funcdo da velocidade de varredura podem ser observados na Figura 15.

Figura 15 — Voltamogramas ciclicos de CFX 2,91)(10'5 mol L’l, sobre HMDE, em meio de tampao BR 0,04 mol
Lt pH 2,0. Velocidades de varredura entre 10 e 500 mV s!
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Fonte: A prépria autora

Pode-se observar a partir dos voltamogramas da Figura 15, que os potenciais de
pico sdo deslocados para valores mais negativos, com auséncia de picos de oxidagdo,
confirmando a natureza irreversivel do processo de reducdo da CFX sobre a superficie
eletrédica®”.

Para reacdes totalmente irreversiveis, a relagdo entre o potencial de pico e a

velocidade de varredura € dada por:

o = (2227} tog (220) - (2227) o 8
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sendo que ks constante de velocidade heterogénea, v a velocidade de varredura, a o
coeficiente de transferéncia de carga, e os demais termos mantém seus significados usuais®”.
Pela relagc@o entre potencial de pico versus logaritmo da velocidade de varredura
para os picos 1 e 2, os dois processos catddicos apresentaram relagdo linear com coeficiente
de correlacdo (r) igual a 0,9993 e 0,9980, respectivamente.A Figura 16 apresenta a relacdo
entre potencial de pico versus logaritmo da velocidade de varredura para o pico 1 (A) e para o

pico 2 (B).

Pico 1: - Epicor (V) =0,2195 + 0,0598 log (v/ mV s (6)
Pico 2: - Epico2 (V) =0,8937 + 0,0553 log (v / mV s (7)

Figura 16 — Relagdes entre potencial de pico e logaritmo da velocidade de varredura para (A) Pico 1 e (B) Pico 2
obtidas a partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 15
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Fonte: A prépria autora

Aplicando-se os parametros da inclinagdo obtida na equacdo 5 foi possivel
calcular o ndmero de elétrons envolvidos nos processos. A partir dos valores dos coeficientes
angulares das equacdes 6 e 7, calculou-se os valores de an = 0,998 para o pico 1 e on = 1,07
para o pico 2. Considerando que, para sistemas com moléculas organicas em solucdes
aquosas, o coeficiente de transferéncia eletronica pode ser considerado igual a 0,5(53), tem-se
n = 2, ou seja, dois elétrons participam do processo de redu¢do da CFX tanto para o pico 1
como para o pico 2. Como foi discutido no item 4.1.1.2, o nimero de prétons e elétrons que
participam da reacdo de reduc¢do nos dois picos da molécula de CFX ¢ igual, portanto conclui-

se que a reacdo consome dois protons em cada pico por molécula de CFX reduzida. Esse
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resultado estd de acordo com Sengiin et al., onde propuseram que a reacao de reducdo da
molécula de CFX ocorre no grupo — C = N — para o pico 1 e deverd ocorrer no grupo — CH; —
R para o pico 2 envolvendo a transferéncia de dois elétrons em cada pico®?.

Observou-se também que a corrente de pico varia linearmente com a velocidade
de varredura no intervalo estudado, apresentando duas inclinacdes, conforme pode ser
observado na Figura 17. Esse comportamento é um indicativo de que a etapa principal do

transporte de massa é controlado por adsorcdo das espécies na superficie eletrédica®”.

Figura 17 — Relacdo entre corrente de pico e velocidade de varredura para CFX 1,0x10” mol L™ obtidos a partir
dos voltamogramas ciclicos da Figura 15
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Fonte: A prépria autora

Adicionalmente, o resultado obtido pela relacdo entre a corrente de pico e a
velocidade de varredura foi confirmado pela andlise do coeficiente angular da relagdo entre
logaritmo da intensidade de corrente de pico e logaritmo da velocidade de varredura,

conforme € apresentado na Figura 18.
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Figura 18 — Relagdo entre o logaritmo da corrente de pico e o logaritmo da velocidade de varredura para CFX
1,0x10” mol L™ obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 15
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Fonte: A prépria autora

De acordo com Gosser®"

, se o coeficiente angular for préximo de 0,5 a etapa
determinante da velocidade de reacdo € a difusdo; por outro lado, se o coeficiente angular
obtido for pr6ximo da unidade, a etapa determinante € a adsorcdo das espécies eletroativas na

superficie do eletrodo.

Pico 1: log (-1/ pA) =-7,97 + 0,71 log (v/ mV s'l) (8)
Pico 2: log (-I/ pA) =-8,14 + 0,70 log (v/ mV s™) )

A relagdo linear obtida apresentou inclina¢do de 0,71 com r = 0,9992 (pico 1) e
0,70 com r = 0,9984 (pico 2) como pode ser visto nas equacdes 8 e 9, respectivamente. A
inclinagdo apresentou um valor intermedidrio, que é um indicativo que hd um controle misto
envolvendo processos de difusdo e de adsorcdo®. Jain et al. relataram comportamento
eletroquimico semelhante para o antibitico cefixima, cefalosporina de segunda geragao, cuja

p N . (43
estrutura é semelhante a da cefuroxima™.
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4.1.3 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada, VOQ, € uma técnica voltamétrica de pulso que
permite a utilizacdo de elevadas velocidades de varredura possibilitando tempos
experimentais muito mais curtos quando comparados aqueles obtidos a partir das técnicas de
pulso clédssicas. Os limites de deteccdo podem ser comparados aos das técnicas
cromatograficas e espectroscopicas. Além disso, a anélise dos parametros caracteristicos desta
técnica permite a aquisicdo de informagdes quanto a cinética e a0 mecanismo do processo

eletroquimico em questao.

4.1.3.1 Componentes de corrente

O comportamento voltamétrico da CFX sobre HMDE foi investigado utilizando
como eletrélito de suporte tampdo BR 0,04 mol L'em pH 2,0, com o auxilio da técnica de
VOQ, utilizando os parametros experimentais f = 100 s"l, a=50mV e AE; =2 mV. A Figura

19apresenta as componentes de corrente obtidas.

Figura 19 — Componentes de corrente obtidas a partir do voltamograma de onda quadrada de CFX 2,9x107
mol L, sobre HMDE, em meio de tampdo BR pH 2,0.f/=100s", a =50 mV e AE,=2 mV
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Fonte: A prépria autora

De acordo com os critérios de diagndstico da VOQ, os picos reversos no mesmo
sentido dos pulsos diretos ocorrem somente quando a difusdo das espécies reduzidas é muito

lenta. Assim, quando o pulso reverso € aplicado, ainda ocorre a reducdo de reagentes. Além
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disso, como a intensidade das correntes direta e reversa é diferente e somente ocorrem
processos de reducdo tanto no pulso direto quanto no pulso reverso, pode-se concluir que o
processo redox da CFX sobre HMDE é irreversivel nas condices estudadas®®.

Assim, a partir da andlise das componentes de corrente, foi possivel confirmar o
comportamento irreversivel da reacdao da CFX sobre o eletrodo de gota pendente de mercuirio,
como se pode observar na Figura 19. As intensidades de corrente direta e resultante t€ém
praticamente os mesmos valores, indicando que a contribuicdo da corrente reversa € quase
insignificante. As correntes direta e reversa apresentam-se no mesmo sentido, com este

comportamento sugerindo que o pulso de potencial no sentido reverso ndo consegue oxidar o

produto da reacdo, mas continua ocorrendo a reagcdo de redugdo da CFX.

4.1.3.2 Avaliagdo dos pardmetros voltamétricos

Quando a técnica de voltametria de onda quadrada € utilizada, é de fundamental
importancia avaliar quais sdo os parametros voltamétricos que fornecem o melhor sinal

analitico em termos de intensidade de corrente e perfil voltamétrico bem definido.

Frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial

A frequéncia de aplicacio de pulsos estd relacionada diretamente com a
intensidade de corrente de pico e, consequentemente, com a sensibilidade do método, além de
estar relacionada com a velocidade efetiva da voltametria de onda quadrada e fornecer
informagdes a respeito do ntimero de elétrons envolvidos na transferéncia eletronica.

A Figura 20 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidas para CFX
2,91x10° mol L™ com frequéncia de aplicacio de pulso variando entre 10 s e 800 s™,
mantendo-se constante a amplitude de pulso em 50 mV e incremento de varredura em 2 mV.

Observa-se que, no processo de redu¢do da CFX, a variagdo da frequéncia sobre
as quais os pulsos de potencial foram aplicados provocou um aumento na intensidade da
corrente de pico em ambos os picos voltamétricos. Também pode ser visto que ocorreu
deslocamento dos potenciais de pico para regides mais negativas. De acordo com a teoria

z

desenvolvida para VOQ, esse comportamento € caracteristico de reacOes totalmente

irreversiveis com forte adsorcdo das espécies na superficie do eletrodo®?.
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Figura 20 — Voltamogramas de onda quadrada para CEX 2,91x10” mol L' em tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0,
sobre HMDE em diferentes frequéncias de aplicacdo de pulsos de potencial com a = 50 mV e AE; =2 mV
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Fonte: A prépria autora

A Figura 21 apresenta a relagdo entre a corrente de pico e a frequéncia de
aplicacdo de pulsos de potencial obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada para

CFX sobre HMDE.

Figura 21— Relacdo entre intensidade da corrente de pico e frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial
obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada da Figura 20, para CFX 2,91x10” mol L™, sobre HMDE,
em tampao BR 0,04 mol Lt pH 2,0.a=50mV e AE; =2 mV
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De acordo com os critérios de diagndstico da teoria da voltametria de onda
quadrada, em sistemas totalmente irreversiveis, a intensidade de corrente possui uma relagdo
linear com a frequéncia de aplica¢do dos pulsos. Observou-se que, a partir da frequéncia 100
s ocorre o desvio da linearidade, com esse comportamento sendo associado a efeitos da
resisténcia da solugﬁo(62). Entretanto, até a frequéncia de aplicacao de pulsos de 90 s obteve-
se melhor relacdo linear (r = 0,9968) do que até frequéncia 100 s (r =0,9961), além de ter
apresentado potenciais mais positivos. Por essas razdes, a frequéncia 90 s™' foi selecionada
para o desenvolvimento da metodologia eletroanalitica para determinacao de CFX.

Como citado anteriormente, a relacdo dos potenciais de pico com a frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potenciais pode fornecer uma estimativa para o ndmero de elétrons

envolvidos no processo redox. Para isto, avalia-se a inclinagdo da reta obtida a partir da

relacdo do potencial de pico com o logaritmo da frequéncia, de acordo com a equagao:

dEpico __ _ 2,303RT
dlogf anF

(10)
A Figura 22 apresenta a relagdo entre o potencial de pico e o logaritmo da
frequéncia da aplicagdo dos pulsos de potencial para o pico 1 (A) e para o pico 2 (B),

considerando-se a = 50 mV e AE,=2 mV.

Figura 22 — Relag@o entre potenciais de pico e logaritmo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial para
o pico 1 e pico 2 em (A) e (B), respectivamente, obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada,da Figura
20, para CFX 2,91);10’5 mol L’l, sobre HMDE, em meio de tampdo BR 0,04 mol L! pH2,0.a=50mV e AE; =2
mV.
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Fonte: A prépria autora
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A dependéncia do potencial de pico em fun¢do do logaritmo da frequéncia para
CFX apresentou inclinacdo de 0,07088 e 0,05327 para os picos 1 e 2, respectivamente.
Aplicando este valor na equagdo 10e considerando o = 0,5, determinou-se que o nimero de
elétrons que participam do processo de redu¢do nos dois picos da molécula de CFX, € igual a

dois, ratificando o resultado obtido por voltametria ciclica.

Amplitude dos pulsos de potencial

A amplitude de aplicacdo de pulsos de potencial € outro pardmetro importante a
ser utilizado, pois o aumento da amplitude pode provocar um aumento da corrente de pico e,
consequentemente, ganho na sensibilidade do método®. No presente trabalho variou-se a
amplitude de pulsos na faixa de 5 a 80 mV, mantendo-se constante a frequéncia de aplicacdo
dos pulsos em 100 s' e o incremento de varredura em 2 mV. A Figura 23 apresenta os
voltamogramas de onda quadrada para 2,91 x 10” mol L em diferentes amplitudes (A) e a

relacdo entre a corrente de pico e a amplitude (B).

Figura 23 - (A) Voltamogramas de onda quadrada para CEX 2,91x10” mol L', sobre HMDE, em meio de
tampdo BR 0,04 mol L' pH 2,0, em diferentes amplitudes de pulsos de potencial. f= 100 s e AE, = 2 mV. (B)
Relacdo entre intensidade da corrente de pico e amplitude de aplicagdo dos pulsos de potencial obtida a partir
dos voltamogramas de onda quadrada da Figura 23A
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Fonte: A prépria autora

A partir dos voltamogramas da Figura 23A, observa-se um deslocamento dos
potenciais de pico para valores mais positivos com aumento da amplitude, esse
comportamento € caracteristico de processos totalmente irreversiveis com forte adsor¢do de

moléculas na superficie do eletrodo®. Avaliando a intensidade de corrente em funcdo da
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amplitude de pulsos (Figura 23B), observou-se que hd uma linearidade até o valor de 30 mV
(r =0,9987). Portanto, ficou definido que uma amplitude de pulso de 30 mV seria utilizada no
desenvolvimento do método analitico. Em amplitudes maiores que 50 mV, pode-se observar
que para o pico 1 ndo ocorre aumento significativo da corrente de pico e para o pico 2, a partir
desse valor de amplitude, a corrente de pico € praticamente constante, nio oferecendo
nenhuma contribui¢do adicional a sensibilidade analitica. De acordo com os critérios de
diagnéstico da teoria da VOQ, para sistemas irreversiveis em amplitudes acima de 50 mV, a

(65), confirmando, mais uma vez, a natureza

corrente de pico € praticamente constante
irreversivel do processo de reducdo da CFX sobre HMDE.
Ao avaliar a relacdo entre o potencial de pico e a amplitude de pulsos, observou-se

relacdo linear para os dois picos, apresentando as seguintes equacdes da reta:

Pico 1: - Epico (V) =1,02 + 0,868 a (V) s 1=0,9987 (1)

Pico 2: - Epico (V) =0,372 + 0,814 a (V) s 1=0,9941 (12)

Segundo O’Dea et al.®¥

, uma reacdo de reducdo totalmente irreversivel de
moléculas adsorvidas na superficie do eletrodo fornece uma inclina¢do préxima a unidade. As
equagdes 11e 12 apresentam inclinagdes 0,868 e 0,814 para o pico 1 e 2 respectivamente, ou
seja, inclinacdes com valores proximos a unidade, sugerindo que a reag¢ao de reducao da CFX

¢ irreversivel com adsor¢@o do analito na superficie do eletrodo.

Incremento de varredura

O incremento de potencial também € um importante parametro a ser avaliado,
pois, juntamente com a frequéncia, fornece a velocidade de varredura na voltametria de onda
quadrada. Como a intensidade de corrente € proporcional a velocidade de varredura, um
aumento no AE; pode contribuir de forma positiva para a sensibilidade da técnica. No entanto,
os altos valores de incremento podem provocar uma deformagdo no perfil voltamétrico.

Neste estudo, o incremento de potencial foi avaliado na faixa de 1 a 9 mV, como

pode ser visto na Figura 24.
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Figura 24 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para CEX 2,91x10” mol L™, sobre HMDE, em tampdo BR
0,04 mol L™ pH 2,0, em diferentes incrementos de aplicagdo de pulsos de potencial. f= 100 s e @ = 50 mV. (B)
Relacdo entre intensidade da corrente de pico e incremento de varredura obtida a partir dos voltamogramas de
onda quadrada da Figura 24A
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Fonte: A prépria autora

Os resultados da anédlise do incremento de potencial mostram que o potencial de

N

pico é deslocado para valores mais negativos a medida que se aumenta o incremento, tal

L o . .. (64
comportamento também € caracteristico de processos irreversiveis®¥

. Observou-se que a
corrente de pico aumenta com o crescimento de AFE;, apresentando relacdo linear até
incremento igual a 4 mV. Porém, optou-se por trabalhar com o incremento de 3 mV, pois, em

incrementos maiores, verificou-se deformacao nos perfis voltamétricos.
4.1.4Construgdo das curvas analiticas

Apds a otimizagdo dos parametros experimentais: eletrdlito de suporte, tampao
BR 0,04 mol L™ e pH 2,0, e voltamétricos: frequéncia de aplicacio de pulsos de potencial de
90 s™', amplitude de pulso de potencial 30 mV e incremento de varredura de potencial de 3
mV, foram construidas curvas de analiticas. Para tanto, utilizou-se solucao estoque de CFX
1,0x10”° mol L. As curvas foram construidas empregando o método da adicdo de padrio e,
neste procedimento, aliquotas da solu¢do estoque de concentragdo conhecida do analito foram
adicionadas a célula eletroquimica. A solucdo resultante era agitada apds cada adi¢do para
homogeneizagdo e, em seguida, as medidas voltamétricas eram realizadas.

Verificou-se um aumento linear entre corrente de pico e concentragdo de CFX, no
intervalo de 3,74x10” mol L' a 3,61x10° mol L. Os voltamogramas de onda quadrada sio

exibidos na Figura 25.
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Figura 25 — Voltamograma de onda quadrada para CFX 2,91x10” mol L™, sobre HMDE, em meio de tampao
BR 0,04 mol L™ pH 2,0, com concentrac¢des variando de 3,74x107 mol L™ a 3,61x10° mol L. f=90 s, a = 30
mV e AE; =3 mV
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Fonte: A prépria autora

Analisando essa Figura, verifica-se que ndo hd deslocamento dos potenciais de
pico e que hd um crescimento da corrente de pico em funcdo da concentracio, o que pode ser
atribuido ao aumento da quantidade de espécies eletroativas em torno da superficie do
eletrodo fazendo com que mais moléculas sejam reduzidas.

A Figura 26 apresenta a curva analitica com os valores médios de corrente de pico
(n = 5) e com as respectivas barras de erro para cada ponto da curva obtida para CFX sobre
HMDE. As equacdes da reta para a curva analitica, para os picos 1 e 2, com 0s respectivos
intervalos de confianca de 95% para os valores dos coeficientes linear e angular sdao dadas

por:

Pico 1: - Ijico (MA) = (1,61 £0,37) x 10"% 4+ (0,0574 + 0,0032) [CEX] (13)
Pico 2: - Ijico (WA) = (-1,17 £ 1,53) x 10 + (0,0465 + 0,0075) [CEX] (14)
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Figura 26 — Curva analitica para CFX, sobre HMDE, obtida a partir dos valores médios (n = 5) das correntes de
pico com concentragio, com suas respectivas barras de desvio padrio. f=90s",a=30mV e AE, =3 mV.
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Fonte: A prépria autora

As curvas analiticas indicaram aumento linear de corrente de pico em funcdo do
aumento da concentragdo tanto para o pico 1 como para o pico 2, porém o pico 1 foi escolhido
para quantificacao de CFX por apresentar melhor sensibilidade, além de potencial de redugao
menos negativo que o pico 2, o que pode ser observado na Figura 25. A partir dos valores dos
coeficientes lineares e seus respectivos intervalos de confiancas das equacgdes da reta,
apresentados nas equagdes 13 e 14, pode-se confirmar a escolha do pico 1 para quantificacdo
da CFX, pois o pico 2 apresentou um valor elevado de desvio padrao indicando falta de
reprodutibilidade.

A partir das informacdes obtidas das curvas analiticas foi possivel calcular os
valores do limite de detec¢do (LD) e do limite de quantificacdo (LQ). Por defini¢do, LD € a
concentracdo minima de analito que pode ser detectada por um método analitico, porém nao
necessariamente pode ser quantificada. J4 LQ € definido como a menor quantidade de analito
que pode ser determinada quantitativamente. Os valores de LD e de LQ foram calculados
seguindo os critérios recomendados pela IUPAC (do inglé€s, International Union of Pureand

Applied Chemistry)®® utilizando as seguintes expressdes:

LD=2¢ (15)

LO= (16)
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em que Sg € o desvio padrao da média de medidas do branco (neste caso utilizou-se a média
de 10 brancos) e b € a inclinagdo da reta da curva analitica.

Para efeito de comparagdo, também foram calculados os valores de LD e LQ
utilizando os critérios recomendados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitédria

(ANVISA)©":

Lp=2%4> (17)
b
_10s,, s
b

em que Sy € 0 desvio padrdo do intercepto (coeficiente linear) das curvas analiticas (n = 5).

A precisdo de um método representa a dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condi¢cdes definidas. Uma forma de estimar a precisdo do procedimento € utilizando os
valores de RSD, também conhecido como coeficiente de variacdo, que pode ser calculado
pela equagdo 19:

% RSD= = x 100 (19)

Xl »

sendo que s é o desvio padrido da média das correntes de pico e X é a média dos valores de
corrente de pico. A precisdo de uma metodologia pode ser avaliada por meio de experimentos
de repetibilidade e de precisdo intermedidria®”.

A repetibilidade pode ser definida como o grau de graus de concordancia entre os
resultados de medi¢des sucessivas, de uma mesma grandeza, efetuadas nas mesmas condi¢oes
e em um curto intervalo de tempo((’g). Assim, a repetibilidade foi testada considerando dez
medidas sucessivas realizadas em uma mesma solu¢do, contendo CFX 1,1 1x10°® mol L', nas
condic¢des otimizadas.

A precisdo intermedidria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas

definindo exatamente qual ou quais as condi¢Oes serdo variadas, tais como diferentes

analistas, diferentes equipamentos e/ou diferentes tempos®. Assim, a precisdo intermedidria
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foi avaliada na mesma concentracdo de CFX na qual avaliou-se a repetibilidade, considerando
cinco medidas em solugdes e em dias diferentes.

A regido de linearidade, a equacdo da curva analitica, o coeficiente de correlagdo
(r), os valores de LD e de LQ, a repetibilidade (%RSD) e a precisdao intermedidria (%RSD)
sdo apresentados na Tabela 2.

A partir valores dos limites de detec¢do e de quantificacdo apresentados na Tabela
2, observa-se que os resultados sdo bem elevados para o pico 2, o que pode ser explicado pela
adsor¢do do farmaco nessa regido de potencial, o que confirma mais uma vez a escolha do

pico 1 para quantificacdo de CFX nas diversas amostras estudadas.

Tabela 2 — Resultados obtidos para regressdo linear das curvas de trabalho para CFX sobre HMDE em
eletrélito de suporte (tampdo BR 0,04 mol L") por VOQ. A varredura se deu na faixa de potencial de 0 V até
1,1 V.f=90s", a=30mV, AE, = 3mV

Regido de ; X . X
3,74x10" mol L™ a 3,61x10” mol L~
linearidade
Parametro Pico 1 Pico 2
Equagio - Tyico = (1,61£ 0,37) x10™" + ~Tyico= (-1,17 £ 1,53) x 10 +
(0,0574 + 0,0032) [CFX] (0,0465 + 0,0075) [CFX]
r 0,9991 0,9954
LD (mol L™ 4,92x10” (2,19 ug L") — TUPAC 6,08x10° (2,75 ug L") — TUPAC
1,64x107 (73,18 ug L") — ANVISA 9,94x107 (443,4 ug L") — ANVISA
LQ (mol L) 1,64x10® (7,32 ug L) — TUPAC 2,03x10® (9,05 ug L) - TUPAC
1,43x10° (638,4 ug L") — ANVISA 3,31x10° (1,48mg L") — ANVISA
Repetibilidade 1,33 (n=10) 4,09 (n=10)
(%)
Precisao 2,74 (n=Y5) 4,63 (n=)5)
intermediaria
(%)

Adicionalmente, pode-se observar que os valores de LD e LQ quando calculados
utilizando a recomendacdo da IUPAC, apresentaram valores menores do que aqueles
encontrados quando utilizamos a recomendacdo da ANVISA. Devido ao ruido da linha de

base, as medidas dos valores de corrente apresentam uma baixa precisdo com a ordem de
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grandeza de sinais de 10 A. Entretanto, o valor de Sy, pode ser reduzido se o analista realizar
diversas medidas do branco e obtiver assim um valor muito pequeno, o que levara a valores
de limites de deteccdo muito baixos na ordem de micromoles ou até nanomoles. Quando se
utiliza a expressdo recomendada pela ANVISA, o valor de Syy permite registrar um sinal
analitico significativamente diferente do ruido da linha de base e préximo dos pontos iniciais
da curva analitica, fornecendo valores de LD e LQ maiores do que aqueles obtidos utilizando
o desvio padrdo dos brancos'”.

Os valores de LD e de LQ calculados a partir da metodologia proposta neste
trabalho (segundo a IUPAC) foram de 2,19 pg L™ (4,92x10° mol L") ¢ 7,32 ug L™! (1,64x10°®
mol L™), respectivamente. Estes valores sdo bem menores do que aqueles publicados por Can

et al. "V

, onde foi realizada a determinacdo de CFX empregando a técnica cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna C;3 e detector de UV. Nesse trabalho foram
obtidos LD igual a 1,35x107 mol L e LQ igual a 4,08x10” mol L jé por Espectroscopia na
regido do ultravioleta e do visivel, obteve-se LD de 1,91x10'6m01 Lle LQ de 5,79)(10'6 mol
L'. Esses resultados sugerem que a metodologia eletroanalitica desenvolvida para
determinacdo de CFX apresentou sensibilidade satisfatéria e pode ser aplicada para

determinagdo desse farmaco em nivel de tracos.
4.1.5 Estudo de recuperacdo em eletrolito

A eficiéncia da metodologia proposta foi avaliada utilizando-se testes de
recuperagcdo. Thompson et al. definem recuperacdo como a propor¢do da quantidade do
analito de interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que €
extraida e apresentada para quantificacio'’”. O método da adi¢do de padrio foi empregado
nos testes de recuperacdo, nesse método sdo adicionadas a uma amostra desconhecida,
quantidades conhecidas do analito e a partir do aumento do sinal analitico, € deduzido quanto
do constituinte estava presente na amostra original ",

A taxa de recuperacgao foi avaliada utilizando-se o método grafico, onde o eixo x
(eixo das concentracdes) forneceu a concentragdo de padrdo adicionado ao eletrélito e a
extrapolacdo deste eixo mostrou a relacdo percentual entre as quantidades recuperadas e

.. ~ (73
adicionadas, de acordo com a relagao( ).

;
% Rec = 120eecnas 4 10 (20)

[analito] adicionada
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A curva de recuperagdo foi obtida dentro da faixa de concentragdo investigada na
curva analitica. Escolheu-se a concentracdo de 1,11x10°® mol L™ (correspondente a terceira
adicdo da curva analitica) como sendo a concentra¢do adicionada. Na sequéncia, a amostra
artificialmente contaminada, foram adicionadas aliquotas de 75 uL da solu¢do do padrao de
CFX 1,0x10° mol L™ a solucdo tampdo BR 0,04 mol L™ (pH = 2). A Figura 27 apresenta a
curva de recuperacdo de CFX em eletrélito de suporte sobre HMDE com f=90 s, a = 30 mV
e AE; =3 mV em meio de tampao BR pH 2,0, que foi construida a partir dos valores médios

de corrente de pico (n = 3), com suas respectivas barras de desvio padrao.

Figura 27 — Curva de recuperacdo para CFX, sobre HMDE, em eletrdlito de suporte, obtida a partir de valores
médios (n =3) de Ly, vs. [CFX], em meio de tampdo BR pH 2,0. /=90 s',a=30mVe AE;=3mV.

0,16-
< 0,124
=
S~

g
& 0,081

[CFX]Recuemda 0’04 1
T T T T T T T 0 (')0_ T T T T T T T 1
20 -1,5 -10 05 00 05 10 15 20
-1
[CFX]/ umol L

Fonte: a prépria autora

Na avaliacdo entre corrente de pico e concentragdo adicionada de CFX (1,1 1x10°
mol L™), observou-se linearidade com coeficiente de correlagdo de 0,9993 cuja equacdo da

reta € representada pela seguinte equagao:
-Ipico (MA) = (6,895 £ 0,1783) x 10%+(0,0601 + 0,0014) [CFX] (21)

Por meio das concentracdes recuperadas, os percentuais de recuperagdo foram
calculados usando a Equacgao 20. Os resultados obtidos no estudo de recuperacgio em eletrélito

de suporte estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados obtidos para curvas de recuperagdo de CFX, sobre HMDE, em eletrélito em
meio de tampdo BR pH 2,0. f=90s", a =30 mV e AE, =3 mV

CFX adicionada CFX etectada ~
[ (mjldL'l) ¢ [ (mo]ldItjlt)d Recuperacio (%) RDS (%)
1,11x10°¢ 1,13x10°¢ 101,38 1,22

Esses resultados indicam que a metodologia possui uma 6tima precisio, pois se
encontram dentro dos limites de confianca aceitdveis para metodologias analiticas, que varia
entre 70% e 130%, comprovando, assim, a eficiéncia do método proposto”®, o que possibilita
a aplicacdo em amostras complexas.

Assim, com o objetivo de confirmar a aplicabilidade da metodologia
eletroanalitica desenvolvida, foram realizados testes de recuperacdo em amostras de
medicamentos, leite bovino e &dgua natural. Os resultados sdo apresentados nas secoes

seguintes.
4.1.6 Aplicacdo da metodologia em medicamentos

Para aplicacdo da metodologia eletroanalitica em amostras de formulacdes
comerciais, foram utilizadas amostras de comprimido e suspensdo oral de Zinnat®,
medicamento que contém CFX como principio ativo. As amostras dos medicamentos foram
preparadas conforme descrito no item 3.4.2.

As curvas de recuperagdo foram construidas a partir da adicao de uma aliquota da
solucdo amostra do medicamento de concentracio de 1,11x10° mol L™ (correspondente a
terceira adicdo da curva analitica). Na sequéncia, foram adicionadas aliquotas de 75 uL da
solugdo do padrio de CFX 1,0x10” mol L™ a solugdo tampdo BR 0,04 mol L™ (pH = 2).

A Figura 28 apresenta os voltamogramas de onda quadrada (A) e a curva de
recuperacio para as amostras de comprimido de Zinnat®(B). Obtidos em diferentes
concentracdes para recuperacio em comprimido Zinnat®, sobre HMDE,em meio de tampdo

BR pH2,0. f=90s", a=30mV e AE; =3 mV
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Figura 28 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes para recuperacio em
comprimido Zinnat®, sobre HMDE, em meio de tampdo BR pH 2,0. f=90s", a = 30 mV e AE, = 3 mV. (B)
Relagdo entre corrente de pico e concentragio de CFX para curva de recuperagio em comprimido Zinnat®

2V
B)
0,00 ————— —
0,16
-0,044
i 0,124
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Z +3,69x107 mol L ;; 0,08
p— +7,36x10" mol L
0.1n- +1,10x10° mol L
i +1,45x10° mol L
(SRS —
-0,16+ Pico 1 \
T T T T T T T Innn- T T T T
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Fonte: A prépria autora

Os voltamogramas apresentados na Figura 28 A ndo apresentaram deslocamento
dos potenciais de pico, evidenciando que o perfil voltamétrico nao sofreu influéncia da matriz
do comprimido. A curva de recuperacdo mostrada na Figura 28B apresentou um coeficiente
de correlacdo r = 0,9999. A equacdo da reta para a intensidade da corrente de pico em func¢do

da concentragdo de CFX € representada pela seguinte equacao:
-Ipico (MA) = (6,966 + 0,1012) x 10%+(0,0604 + 0,0018) [CFX] (22)

A Figura 29 apresenta os voltamogramas de onda quadrada (A) e a
curva de recuperagdo (B) para as amostras de suspensdo oral de Zinnat®.
Figura 29 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentragdes para recuperacdo em

suspensio oral de Zinnat®, sobre HMDE, em meio de tampdo BR pH 2,0. f=90s", a =30 mV e AE, = 3 mV. (B)
Relacio entre corrente de pico e concentragio de CFX para curva de recuperagio em suspensio oral de Zinnat®

A
@) (B) 0.14-
0,00 = e — 1
-— 0,12
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0,04+ <:'1£ ]
< < 0,08
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-~ +3,69x10” mol L — 0,06
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+1,10x10° mol L 04
1 +1,45x10° mol L' [CFX] i
01 2 Recuperadal 0,02 a
Pico 1 1
T T T T T T T T T 0'00 = T T T T T T 1
-0.8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 -5 -10 05 00 05 10 15
-1
E/V [CFX] / umol L

Fonte: A prépria autora
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A equacdo da reta para a intensidade da corrente de pico em funcdo da

concentracdo de CFX, para n = 3, € representada pela seguinte equagao:
Ipico (MA) = (5,478 £ 0,207) x 10°%+(0,0519 + 0,0032) [CFX] (23)

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para as curva de recuperacdo para a

CFX, utilizando-se o medicamento Zinnat® nas apresentacdes comprimido e suspensdo oral.

Tabela 4 — Resultados obtidos para curvas de recuperacdo de CFX, sobre HMDE, em medicamentos por
VOQ.f=90s", a=30mV, AE, = 3 mV. [CFX]dicionada = 1,11x10° mol L™

Zinnat® Zinnat®
comprimido suspensao
Dosagem nominal 250 mg / compr. 250 mg / SmL
Massa CFX recup. (mg) 259 241
[CFX]yec / mol L 1,15x10° 1,07x10°
Recuperacao(%) 103,60 96,40
RSD (%) 2,79 2,89

Valores de recuperagdo média de 103,80 % com RSD de 2,79 % obtidas para
CFX nos comprimidos de Zinnat® e de 96,40% com RSD de 2,89 % obtidas para CFX na
suspensdo oral de Zinnat® estdo dentro dos limites de confianca aceitdveis para metodologias

analiticas, o que comprova a eficiéncia do método proposto.

4.1.7Aplicacdo da metodologia em leite bovino

A presenga de residuos de antibidticos, mesmo que em baixas concentragoes,
representa um ponto critico de controle de contaminacdo quimica do leite, o que constitui um
risco potencial a saide humana, seja exercendo pressdo seletiva sobre a flora intestinal,
favorecendo o crescimento de microorganismos com resisténcia natural ou adquirida, ou
dando lugar, direta ou indiretamente, para o aparecimento de resisténcia em bactérias
enteropatogénicas. Essa contaminacdo pode ocorrer por meio de fontes diretas, pela

adulteracdo com o objetivo de prolongar a vida util do leite, ou indireta, consequéncia do
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tratamento de infec¢des, principalmente mastite” ou ainda incorporados a alimentagdo animal

como suplemento dietético”"®.

Portanto, faz-se importante o desenvolvimento de
metodologias analiticas que sejam capazes de detectar concentracdes de antibidticos em leite
em niveis de tracos.

Diante do exposto e como a metodologia proposta apresentou-se eficiente em
amostras de medicamentos, foram realizados testes de recuperacdo em amostras de leite
bovino. As amostras de leite bovino foram tratadas conforme descrito anteriormente no item
3.4.6. Antes de realizar os experimentos de recuperacdo, aliquotas de concentragdo conhecida
do farmaco foram adicionadas ao leite antes e depois da separacdo das fases, seguidos do
registro de medidas voltamétricas para verificar se ndo haveria arraste do farmaco para a fase
solida do leite. Apos a constatacdo de que todo o farmaco adicionado ficava na fase liquida do
leite, deu-se continuidade ao estudo da recuperacao. A Figura 30 apresenta os voltamogramas
de onda quadrada (A) e a curva de recuperacdo para a amostra de leite contaminada
artificialmente, adicionando-se uma aliquota adequada da solugdo estoque do antibidtico
resultando em uma concentracdo de 2,00x10° mol L' de CFX, seguido da adicdo de
sucessivas aliquotas de 75 pL da solucdo do padrio de CFX 1,0x10” mol L™ a solucdo
tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 2,0).

Os voltamogramas apresentados na Figura 29A ndo apresentaram deslocamento
de potencial de pico, indicando que ndo houve interferéncia de componentes do soro do leite,
tais como proteinas (albuminas e globulinas) e lactose. A curva de recupera¢do mostrada na
Figura 29B apresentou um coeficiente de correlacdo r = 0,9992. A equagdo da reta para a
intensidade da corrente de pico em funcdo da concentracdo de CFX, para n = 3, € representada

pela seguinte equacao:

-Ipico (MA) = (6,892 £ 0,101) x 108+ (0,0355 + 0,00077) [CFX] (24)

" Mastite: inflamago no ubere da vaca
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Figura 30 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes para recuperacio em
leite contendo CFX 2,00x10° mol L', sobre HMDE, em meio de tampdo BR pH 2,0. f=90 s™', a = 30 mV, AE
=3 mV. (B) Relacdo entre corrente de pico e concentragdo de CFX para curva de recuperacio em leite.
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Fonte: A prépria autora

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para as curvas de recuperacdo para a

CFX em leite bovino.

Tabela 5 — Resultados obtidos para curvas de recuperacdo de CFX, sobre HMDE, em leite bovino
por VOQ.f=90s", a =30 mV, AE,= 3 mV

CFX adicionada CFX etectada ~
[ (mjldL'l) ¢ [ (mo]ldItjlt)d Recuperacao (%) RDS (%)
2,00x10°¢ 1,94x10°¢ 97,19 1,81

Pode-se perceber, pelos dados apresentados na Tabela 5, que o método proposto
também apresentou-se eficiente para determinacdo de CFX em amostras de leite bovino, pois
os valores de recuperacdo média de 97,19% com RSD de 1,81% estdo dentro dos limites de
confianga aceitdveis para metodologias analiticas, ndo sofrendo influéncia das substancias que

estdo presentes na composicao do leite bovino.

4.1.8Aplicacdo da metodologia em dgua natural

A metodologia desenvolvida neste trabalho também foi avaliada em amostra de

dgua natural proveniente do agude Gavido, localizado no municipio de Pacatuba, Estado do

Ceard. O Acude Gavido possui capacidade de armazenamento de 32,9 hm3 e drea da bacia
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hidrdulica e hidrografica de 07 e 97 km?, respectivamente’”. O acude Gavido tem origem a
partir do barramento do Rio Cocé, localizado a montante da Estagdo de Tratamento de Agua
(ETA), responsavel pelo abastecimento de dgua potdvel da regido metropolitana de Fortaleza.
E um reservatério estratégico do Sistema de Abastecimento de Agua Bruta da Regido
Metropolitana de Fortaleza — SAABRMF, fornecendo 4gua bruta a ETA - Gavido,
ocasionalmente ao Distrito Industrial, em Maracanad, e as cidades de Maranguape, Pacatuba e
Guaiuba™.

Antes de realizar os experimentos de recuperacdo em amostra de dgua do Acude
Gavido, foram construidas curvas analiticas, empregando os parametros otimizados para CFX,
em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 2,0). Utilizando uma solucio estoque de CFX

1,0x10” mol L™". Os voltamogramas de onda quadrada obtidos sdo exibidos na Figura 31.

Figura 31 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentra¢cdes para recuperagao no
eletrélito em meio de 2 mL de dgua natural + 18 mL de tampdo BR pH 2,0 sobre HMDE com f= 90 s, a = 30
mV e AE=3 mV (B) Relagao entre corrente de pico e concentragio de CFX para curva de recuperagiio em dgua
natural
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Fonte: A prépria autora

Os voltamogramas apresentados na Figura 31A mostram que, as adigdes
sucessivas do padrio de CFX provocaram um aumento crescente da corrente de pico,
indicando uma relacdo linear entre a corrente de pico e a concentracdo de CFX. Isso foi
ratificado quando da constru¢@o da curva analitica apresentada na Figura 31B. Também ndo
ocorreu deslocamento do potencial da corrente de pico, indicando que o processo de reducdo
de CFX sobre HMDE nio sofreu interferéncia das substancias organicas e/ou inorganicas

presentes na composicao da dgua natural.
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Adicionalmente, foram realizadas comparagdes entre os resultados das curvas
analiticas feitas em eletrdlito de suporte e em dgua natural. As equagdes 24 e 25 representam a
relacdo linear entre a corrente de pico e a concentracdo de CFX em eletrélito de suporte e em

dgua natural, respectivamente.

- Lpico(uA)= (1,61%£0,37) x10™° +(0,0574 + +0,0032) [CFX] (24)
-Ipico (MA) = (6,63 + 0,83) x 10”°+(0,0580 + 0,00026) [CFX] (25)

A equacdo 24 apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,9991, e a equagao 25,
r = 0,9950. Comparando as curvas analiticas, observou-se que praticamente nido houve
mudanca nas respostas voltamétricas, indicando ndo houve influéncia de componentes
orgadnicos e inorganicos presentes nas amostras de dgua do acude. Esses resultados sdo

melhores observados na Figura 32.

Figura 32 — Curvas analiticas para CFX sobre HMDE, em eletrélito de suporte preparado com dgua Milli-Q e em
dgua de rio (2 mL de dgua do Agude Gavido + 18mL de tampao BR pH 2,0), nas condi¢des otimizadas

0,25
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~
— 0,10
0,05+
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T
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Fonte: A prépria autora

Analisando esses resultados foi possivel fazer uma comparagdo entre os métodos
de padrao externo (curva em eletrlito de suporte) caracterizado pela auséncia de
interferentes, uma vez que essa curva foi construida em eletrdlito de suporte preparado com
agua purificada, e o método da adic@o de padrao, que é um método indicado para ser utilizado
em amostras complexas (neste caso, dgua do Ag¢ude Gavido). Assim, para a curva analitica
construida com amostra de 4gua do Acude Gavido, observou-se a que nao ha influéncia do

efeito de matriz, ja que os coeficientes angulares das duas curvas sdo praticamente iguais.



C.M.S. FORTE 72

Os valores de LD e de LQ para CFX em &4gua natural foram calculados a partir
das curvas analiticas. Desse modo, determinou-se LD = 4,87)(10'9 mol L' e LQ = 1,62)(10'8
mol L. Esses valores sdo semelhantes aqueles calculados somente na presenca de eletrdlito
de suporte, indicando mais uma vez que nao ha interferéncia da matriz. Assim, o método de
adicao de padrao também foi aplicado na quantificacdo da amostra.

Foram construidas curvas de recuperacdo, em condi¢cdes semelhantes as das

curvas de recuperacao ja descritas. Esses resultados sdo apresentados na Figura 33.

Figura 33 — Relagdo entre corrente de pico e concentragdo de CFX para curva de recuperacdo em dgua natural
contendo CFX 2,00)(10’6 mol L’l, sobre HMDE, em meio de tampao BR 0,04 mol L! pH 2,0. f=90 st a=30
mV e AE,=3 mV
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Fonte: A prépria autora

A concentrac¢do adicionada foi de 1,11)(10'6 mol L'l, correspondente ao terceiro
ponto da curva analitica em dgua natural. Calculou-se uma concentragcao recuperada média de
1,437x10° mol L™, com percentual de recuperacdo média de 129,40% com RSD de 0,60%.
Comparando o resultado da recuperacdo na amostra de dgua do acude Gavido com aquele
obtido em meio de tampdao BR (%Rec. = 101,38%), observa-se um acréscimo de
aproximadamente 30% no valor do percentual de recuperacdo, isto pode estar relacionado
com a corrente residual que a amostra apresentou antes do inicio da adi¢do do padrdo.
Entretanto, os resultados obtidos mostram que a metodologia desenvolvida pode ser aplicada

com sucesso na quantificagcdo de CFX em dguas naturais.
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4.2 Cefalexina

4.2.1 Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados com o objetivo de encontrar condi¢des
experimentais 6timas, que permitam tanto a avaliacdo do comportamento eletroquimico como
o desenvolvimento de metodologia eletroanalitica sensivel para determina¢do de CFA

utilizando as técnicas voltamétricas adequadas.

4.2.1.1 Escolha do eletrolito de suporte

Para avaliar o eletrdlito de suporte a ser empregado no desenvolvimento da
metodologia para determinagao de CFA, utilizou-se VC com velocidade de varredura de 100
mV s e VOQ com frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial de 100 s, amplitude de
pulso de potencial de 50 mV e incremento de varredura de 2 mV, ambas com CFA 2,91x10”
mol L' e HMDE como eletrodo de trabalho. Foram testadas solu¢des dos tampdes BR 0,04
mol L'l, Mcllvaine 0,05 mol L' e fosfato 0,05 mol L'l, todos ajustados para pH 2,5. As
Figuras 34 e 35 apresentam respectivamente, os perfis de voltamogramas ciclicos e de onda

quadrada para CFA 1,0x10'5 mol L'l, sobre HMDE, nos diferentes tampdes avaliados.

Figura 34 — Voltamogramas ciclicos para CFA 2,91)(10’5 mol L’l, sobre HMDE, em diferentes eletrdlitos de
suporte todos ajustados para pH =2,5. v =100 mV s’
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Fonte: A prépria autora
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Figura 35 — Voltamogramas de onda quadrada para CFA 2,91x10” mol L', sobre HMDE, em diferentes
eletrélitos de suporte, todos ajustados para pH = 2,5. f=100s™, a = 50 mV e AE, =2 mV
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Fonte: A prépria autora

As respostas voltamétricas em tampao BR apresentaram intensidades de corrente
maiores que nos demais meios, bem como perfil voltamétrico mais definido por VC e por

VOQ, sendo o escolhido para dar continuidade a este trabalho.
4.2.1.2 Influéncia do pH do meio

Ap0s ser definido o eletrdlito de suporte, foi realizado estudo para determinar o
pH correspondente a melhor resposta eletroquimica em termos de intensidade de corrente e
perfil voltamétrico. O estudo de pH foi realizado utilizando a técnica de VOQ, para CFA
2,91)(10'5 mol L', sobre HMDE em meio de tampao BR 0,04 mol L' em diferentes valores
de pH com frequéncia de aplicacio de pulsos de 100 s, amplitude de pulsos de potencial de
50 mV e incremento de potencial de 2 mV. A relacdo entre intensidade de corrente de pico e

pH para a reducdo de CFA estd apresentada na Figura 36.
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Figura 36 — Relagdo entre intensidade da corrente de pico e pH obtida a partir dos voltamogramas de onda
quadrada para CFA 2,91)(10'5 mol L'l, sobre HMDE,em meio de tampao BR 0,04 mol L' em diferentes valores
de pH. f=100s",a=50mV e AE,=2 mV
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Fonte: A prépria autora

Como pode ser observado na Figura 36, o pH 2,0 apresentou maior intensidade de
corrente e, por consequéncia, maior sensibilidade analitica. Portanto, o pH 2,0 foi considerado
ideal para o desenvolvimento da metodologia analitica para determinacio de CFA.

Ao avaliar a relagdo entre potencial de pico e pH ndo foi identificada faixa de
linearidade no intervalo de pH estudado, ndo sendo possivel, portanto, aplicar a equagdo 3,
para calcular o ndmero de prétons envolvidos na redu¢do da CFA sobre HMDE utilizando
tampao BR pH 2,0.

Entretanto, Xu et al®" avaliaram o comportamento polarogrifico da CFA
utilizando HCI como eletrélito de suporte e encontraram uma regido de linearidade na faixa
de pH entre 0 e 3. Os autores encontraram valor de inclinagdo 68 mV / pH, sugerindo que o

nimero de prétons e de elétrons que participam da reacdo € aproximadamente igual.

4.2.1.3 Comportamento eletroquimico

Foram realizados testes da eletroatividade da CFA sobre HMDE utilizando VC. O
comportamento eletroquimico da CFA sobre HMDE foi avaliado no intervalo de potencial de
-0,70 V a -1,30 V com velocidade de varredura de 100 mV s, Observou-se, a presenga de um
processo catodico de pequena intensidade em torno de -0,97 V (pico 1) e outro em -1,20 V

(pico 2), ndo foi observado processo anddico, caracterizando-o como totalmente irreversivel.
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Na sequéncia, experimentos para a andlise da variacio da velocidade de varredura
e sua influéncia corrente de pico e no potencial de pico de redu¢do da CFA, foram realizados
no intervalo de 20 a 800 mV s™'. Os voltamogramas ciclicos de CFA 2,91)(10'5 mol L™ sobre
HMDE em meio de tampao BR 0,04 mol L! (pH 2,0), obtidos em funcao da velocidade de

varredura podem ser observados na Figura 37.

Figura 37 — Voltamogramas ciclicos para CFA 2,91)(10’5 mol L’l, sobre HMDE, em meio de tampao BR 0,04
mol L™ pH 2,0. Velocidade de varredura de 20 até 800 mV s
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Fonte: A prépria autora

Pode-se observar a partir dos voltamogramas da Figura 37, que os potenciais de
pico sdo deslocados para valores mais negativos, além da auséncia de picos de oxidagdo,
confirmando a natureza irreversivel do processo de reducdo da CFA sobre a superficie
eletrédica®”.

A Figura 38 apresenta a relagdo entre o potencial de pico e o logaritmo da
velocidade de varredura, observa-se um comportamento linear com r = 0,9965 para o pico 2

que pode ser representado pela equagao:

- Epico2 (V) = 1,099 + 0,0525 log (v / mV s (26)
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Figura 38 — Relagdo entre o logaritmo da corrente de pico e o logaritmo da velocidade de varredura para CFA
2,91x10” mol L™ obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 37
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Fonte: A prépria autora

A partir do valor do coeficiente angular da equagdo 26, calculou-se an = 1,13.
Considerando que, para sistemas com moléculas organicas em solucdes aquosas, o coeficiente
de transferéncia eletronica pode ser considerado igual a 0,5(53), tem-se n = 2, ou seja, dois
elétrons participam do processo de reducdo da CFA. Assim, como foi discutido no item
4.2.1.2, presume-se entdo que a reagao consome dois prétons por molécula de CFA reduzida.

Esse resultado estd de acordo com Xu et al.*"

, que propuseram que a reagdo de redugdo de
CFA em meio 4cido sobre eletrodo de mercurio ocorre na dupla ligacdo ( — C = C - ) do
grupo etilénico, envolvendo a transferéncia de dois elétrons e dois prétons.

Observou-se também que a corrente de pico varia linearmente com a velocidade

de varredura no intervalo estudado, de acordo com a equagao 27:
Tpico = 9,189x 10+ 1,450x10”° (v/ mV 5™ (27)

em que r = 0,9987. Esse comportamento € um indicativo de que o transporte de massa €

controlado por adsorcdo das espécies na superficie eletrédica®”.

61
De acordo com Gosser®?

, 0 tipo de transporte de massa envolvido no processo de
reducdo da molécula, pode ser avaliado a partir da andlise do coeficiente angular da relagdao
entre logaritmo da intensidade de corrente de pico e logaritmo da velocidade de varredura. Se

o coeficiente angular for proximo de 0,5 a etapa determinante da velocidade de reacdo € a



C.M.S. FORTE 78

difusdo; por outro lado, se o coeficiente angular obtido for proximo da unidade, a etapa
determinante é a adsorc@o das espécies eletroativas na superficie do eletrodo. A Figura 38
apresenta a relacdo entre o logaritmo da intensidade de corrente de pico e logaritmo da
velocidade de varredura para CFA 1,0x10” mol L™ obtida a partir dos voltamogramas ciclicos

da Figura 39.

Figura 39 — Relacdo entre logaritmo da corrente de pico e logaritmo da velocidade de varredura para CFA
1,0x10” mol L™ obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 36
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Fonte: A prépria autora

A relacdo linear obtida apresentou inclinagdo de 0,73 com r = 0,9978 como pode

ser visto na equagao 28.
log (-1/ pA) = -8,04 + 0,73 log (v/ mV s™") (28)

A inclinacdo apresentou um valor intermedidrio, que € um indicativo que hd um
controle misto envolvendo processos de difusdo e de adsorcdo®". Esse comportamento é
semelhante aquele observado para CFX e também ao observado Jain et al.*” para o
antibidtico cefixima, conforme citado anteriormente, o que pode ser um indicativo de

comportamento do grupo das Cefalosporinas.
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4.2.3 Voltametria de onda quadrada

4.2.2.1 Componentes de corrente

O comportamento voltamétrico da CFA sobre HMDE foi investigado utilizando
como eletrélito de suporte tampdo BR 0,04 mol L'em pH 2,0, com o auxilio da técnica de
VOQ, utilizando os parimetros experimentais f= 100 s, @ = 50 mV e AE, = 2 mV. A Figura

40 apresenta as componentes de corrente obtidas.

Figura 40 — Componentes de corrente obtidas para voltamograma de onda quadrada para CFA 2,9x10” mol L™,
sobre HMDE, em meio de tampdo BR pH 2,0,f=100s", a =50 mV e AE, =2 mV
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Fonte: A prépria autora

A partir da andlise das componentes de corrente, foi possivel confirmar o
comportamento irreversivel da reacdo da CFA sobre HMDE, como se pode observar na
Figura 40. Como nao foi observada corrente reversa, consequentemente as correntes direta e
resultante apresentaram os mesmos valores. Assim, semelhante ao comportamento exibido
pelo antibidtico CFX, sugere-se que o pulso de potencial no sentido reverso nao consegue
oxidar o produto da reagdo, mas continua ocorrendo a reag¢ao de reducdo da CFA.

A fim de observar se ocorre melhora nas respostas voltamétricas e consequente
melhora na sensibilidade analitica, testes de potencial e tempo de acumulagdo foram
realizados. Inicialmente, com o tempo de acumulagdo fixado em 30 s, variou-se o potencial de

acumulacgao (Ey,) de -0,70 Va-1,18 V.
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A partir do estudo do potencial de acumulagdo, concluiu-se que em E,.,= -0,70 V
tem-se aumento da corrente de pico em torno de 30%, havendo diminuicdo da corrente de
pico em potenciais acima de -0,70V; portanto, esse potencial foi escolhido para estudos
posteriores.

Em seguida, com o E,, fixado em -0,70V variou-se o tempo de acumulacdo (t,c,)
de 15s a 120s, observou-se que praticamente ndo hd variacdo da corrente de pico apos 15s de
acumulacgdo, ocorrendo inclusive uma perda de corrente com o tempo acumulacdo de 120s.
Portanto, ficaram definidos como condicdes 6timas para dar continuidade ao desenvolvimento

da metodologia analitica, o tempo de 15s e o potencial -0,70V.
4.2.2.2 Avaliacdo dos parametros voltamétricos
Frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial

A frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial foi avaliada, variando de 10 s™
a 800 s”'. Nesse estudo manteve-se constante a amplitude de pulso de potencial de 50 mV, o
incremento de varredura de 2 mV, potencial de acumulacio em -0,70 V e tempo de
acumulacgdo de 15 s. A Figura 41, apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para
CFA 2,91x10” mol L' com frequéncia de aplicacio de pulso variando entre 10 s e 800 s,

mantendo-se constante a amplitude de pulso em 50 mV e incremento de varredura em 2 mV.

Figura 41 — Voltamogramas de onda quadrada para CFX 2,91x10” mol L', sobre HMDE, em tampio BR 0,04
mol L™ pH 2,0, em diferentes freqiiéncias de aplicacio de pulsos de potencial.a = 50 mV e AE, = 2 mV
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Fonte: A prépria autora
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Observa-se um aumento da corrente de pico a medida que se aumenta a
frequéncia, bem como o deslocamento do potencial de pico para valores mais negativos,
comportamento semelhante aquele observado para a CFX. Isso confirma que o processo de
reducdo da CFA também tem caracteristicas de processo redox totalmente irreversivel com
forte adsorcdo das espécies na superficie do eletrodo®®”.

A Figura 42 apresenta a relacao entre corrente de pico e frequéncia de aplicacdo
de pulsos de potencial obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada para CFA sobre

HMDE, e € representado pela equagdo 28, com r = 0,9996.
Tpico = -3,402x 10+ 3,783x10”A(s ™) (29)

Adicionalmente, observou-se que ocorre aumento da largura do potencial de meia
altura (AE,») em frequéncias maiores do que 100 s. Dessa forma, a frequéncia 100 s foi

selecionada para desenvolvimento da metodologia eletroanalitica para determinagdo de CFA.

Figura 42 — Relacdo entre intensidade da corrente de pico e frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial
obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada, da Figura 40, para CFA 2.91x10” mol L', sobre HMDE,
em tampao BR 0,04 mol L! pH 2,0.a=50 mV e AE; =2 mV
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Fonte: A prépria autora

Sabe-se que, a inclinac@o da reta obtida da relagcdo entre os potenciais de pico e a
frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais fornece uma estimativa do ndmero de

elétrons envolvidos no processo redox. Assim, a Figura 43 apresenta a relacdo entre o
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potencial de pico e o logaritmo da frequéncia da aplicacdo dos pulsos de potencial para a

reducdo da CFA, considerando-se a = 50 mV, AE;=2 mV, E,.,,=-0,7 Ve t,e, = 15 s.

Figura 43 — Relacdo entre potenciais de pico e logaritmo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial, para
CFA 2,91x10” mol L’l, sobre HMDE,em tampao BR 0,04 mol L! pH 2,0. a = 50 mV, AE; = 2 mV, E,,=
-0,7 V e t,., = 15 s obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada da Figura 42
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Fonte: A prépria autora

A dependéncia do potencial de pico em fun¢do do logaritmo da frequéncia para
CFA apresentou inclina¢do de 0,0592 com r = 0,9969. Aplicando este valor na equacdo 9 e
considerando o = 0,5, determinou-se que o nimero de elétrons que participam do processo de
reducdo da molécula de CFA, € igual a dois, ratificando o resultado obtido por voltametria

ciclica.
Amplitude dos pulsos de potencial

Variou-se a amplitude de pulsos na faixa de 5 a 80 mV, manteve-se constante a
frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial de 100 s, o incremento de varredura de 2 mV,
potencial de acumulacdo de -0,70 V e tempo de acumulagcdo de 15 s. A Figura 44 traz os
voltamogramas de onda quadrada para CFA 2,91 x 10° mol L em diferentes amplitudes (A)

e a relacdo entre a corrente de pico e a amplitude (B).
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Figura 44 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para CFA 2,91x10” mol L' ,sobre HMDE,em meio de tampao
BR 0,04 mol L' pH 2,0, em diferentes amplitudes de pulsos de potencial com f = 100 s e AE, = 2 mV. (B)
Relacdo entre intensidade da corrente de pico e amplitude de aplicagdo dos pulsos de potencial obtida a partir
dos voltamogramas de onda quadrada da Figura 44A
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Fonte: A prépria autora

Observou-se relagcdo linear entre corrente de pico e amplitude obtida até 30 mV

podendo ser expressa pela equacao:
Tpico = 3,938x10° + 8,289x107a (mV) (30)

em que r = 0,9965. Portanto, ficou definido que amplitude de pulso de 30 mV seria utilizada
no desenvolvimento do método analitico. Em amplitudes maiores que 40 mV, observou-se
que ndo ocorre aumento significativo da corrente de pico, ndo oferecendo nenhuma
contribuicao adicional a sensibilidade analitica. De acordo com os critérios de diagnéstico da
teoria da VOQ(64), para sistemas irreversiveis em amplitudes acima de 50 mV, a corrente de
pico é praticamente constante, confirmando, mais uma vez, a natureza irreversivel do
processo de redu¢do da CFA sobre HMDE.

Ao avaliar a relacdo entre o potencial de pico e a amplitude de pulsos, observou-se

relacdo linear apresentando a seguinte equagao da reta:

Pico 1: -Epico (V) = 1,22 + 0,957 a (mV) (31

em que r = 0,9984.

L (64)

Segundo O’Dea et al.”™", a reagdo de reducao totalmente irreversivel de moléculas

adsorvidas na superficie do eletrodo fornece inclinacdo préxima a unidade. Como a equagdo
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30 apresenta inclinacdo 0,957, sugere-se que a reacdo de redugcdo da CFA ¢€ irreversivel com

adsor¢do do analito na superficie do eletrodo.
Incremento de varredura

O estudo do incremento de potencial de varredura foi realizado no intervalo de 1 a
9 mV. Manteve-se constante a frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial de 100 s, a
amplitude de pulso de potencial de 50 mV, potencial de acumulacdo em -0,70 V e tempo de
acumulacdo de 15 s. A Figura 45 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para CFA
2,91x10”° mol L™ em diferentes incrementos de potencial (A) e a relagdo entre a corrente de
pico e o incremento (B).

Os voltamogramas apresentados na Figura 45 mostram que o potencial de pico é
deslocado para valores mais negativos a medida que se aumenta AE;, com tal comportamento
sendo também caracteristico de processos irreversiveis®”. Observou-se que a corrente de pico
aumenta com o crescimento de AE;, apresentando relagdo linear em toda a faixa de

incremento estudada. Porém, até incremento igual a 4 mV, tem-se a equacao:

Tpico = -2,500x 107+ 1,779x107 AE, (mV) (32)

em que r = 0,9971, maior coeficiente de correlagc@o no intervalo estudado.

Figura 45 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para CFA 2,91x10” mol L, sobre HMDE, em meio de
tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0, em diferentes incrementos de aplicacio de pulsos de potencial, f=100s"e a =
50 mV. (B) Relagdo entre intensidade da corrente de pico e incremento de varredura obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada da Figura 46A
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Fonte: A prépria autora
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Além disso, a partir desse valor de AE; ocorre alargamento dos voltamogramas
comprometendo a seletividade da metodologia. Assim, optou-se por trabalhar com o

incremento de 4 mV.

4.2.3 Construgdo das curvas analiticas

Apds a otimizagdo dos parametros experimentais: eletrdlito de suporte, tampao
BR 0,04 mol L'l, pH 2,0, potencial de acumulagdo de -0,7 V e tempo de acumulacdo de 15 s,
e voltamétricos: frequéncia de aplicagdo de pulsos de potencial de 100 s, amplitude de pulso
de potencial 30 mV e incremento de varredura de potencial de 4 mV, foram construidas
curvas analiticas. Para tanto, utilizou-se solu¢do estoque de CFA 1,0)(10'5 mol L. As curvas
foram construidas, em cinco replicatas, empregando o método da adi¢do de padrdo e, neste
procedimento, aliquotas da solucdo estoque de concentracdo conhecida do analito foram
adicionadas a célula eletroquimica. A solucdo resultante era agitada apds cada adi¢do para
homogeneizagdo e, em seguida, as medidas voltamétricas eram realizadas.

Verificou-se aumento linear entre corrente de pico e concentracdo de CFA, no
intervalo de 7,44x107 mol L™ a 3,96x10° mol L. Os voltamogramas de onda quadrada sdo

exibidos na Figura 46.

Figura 46 — Voltamogramas de onda quadrada para CFA 2,91x10” mol L™, sobre HMDE, em meio de tampio
BR 0,04 mol L™ pH 2,0, com concentragdes variando de 7,44x107 mol L'a 3,96);10’6 mol L'\, f=100 s’l, a =730
mV, AE,=4 mV, E,.,= -0,70V e t,,, = 15s
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Analisando a Figura 46 verifica-se que ndo hd deslocamento dos potenciais de
pico e que ha aumento da corrente de pico em funcdo da concentragdo adicionada, o que pode
ser atribuido a quantidade de espécies eletroativas em torno da superficie do eletrodo, fazendo
com que mais moléculas sejam reduzidas. A equacdo da reta para a curva analitica, com o0s
respectivos intervalos de confianca de 95% para os valores dos coeficientes linear e angular é

dada por:
- Ipico (MA) = (-3,24 £2,76) x 107 + (0,0701 + 0,0039) [CFA] (33)

As curvas analiticas indicaram aumento linear de corrente de pico em fungdo do
aumento da concentracdo apresentando coeficiente de correlacdo r = 0,9997. Porém, o
intercepto da equagdo da curva analitica apresentou um valor negativo, quando o valor
considerado como real é zero. Entretanto, erros aleatérios fazem com que o valor medido
raramente seja exatamente igual ao valor real. Para decidir se a diferenca entre o valor medido
e o valor padrio pode ser atribuido a erros aleatérios foi realizado um teste estatistico,

conhecido como teste de significAncia””, de acordo com a equagdo33:
= Vn
t=(x—u)— (34)

em que X é a média das amostras, u é o valor considerado como verdadeiro, s € o desvio
padrao da média e n é o nimero de determinagdes. O valor de t calculado foi comparado com
t critico para um nivel de 95% de confianca. O valor de t calculado obtido foi 2,63 (n = 5)
menor do que o t critico de 2,78 (n = 5); portanto, conclui-se que ndo houve diferenca
significativa entre o valor médio do intercepto e o valor zero, a um nivel de 95% de confianca.

Adicionalmente, partir das informacdes obtidas das curvas analiticas, foram
calculados os valores LD e de LQ(66).

A precisio da metodologia foi avaliada por meio de experimentos de
repetibilidade e de precisdo intermediaria ¥ testados para solu¢do contendo CFA 1,1 1x10°°
mol L', nas condicdes otimizadas seguindo o mesmo procedimento descrito para CEX no

item 4.1.3.
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A regido de linearidade, a equagdo da curva analitica, o coeficiente de correlagdo
(R), os valores de LD e de LQ, a repetibilidade (%RSD) e a precisdo intermedidria (%RSD)

sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Pardmetros calculados a partir das curvas analiticas para CFA sobre HMDE em tampao BR 0,04 mol
L! pH 2,0 por VOQ, com faixa de potencial entre -0,70V e -1,30 V. f = 100 s' a=30mV, AE; = 4 mV,
E...=-0,70V e t,, = 155

Parametro Pico
Regido de linearidade 7,44)(10'7 mol L' a 3,96)(10'6 mol L
Equacdo da reta (pico 1) - Ipico = (3,24 £2,76) x 10° + (0,0701 £ 0,0039) [CFA]
r 0,9997
1 1,27x10® (4,41 ug L") — TUPAC
LD (mol L) ; .
1,21 x 107" (42,4 ug L") — ANVISA
1 4,23x10® (14,69 pg L) — TUPAC
LQ (mol L) ; |
4,03 X 107 (140 ug L) — ANVISA
Repetibilidade (%) 2,06 (n = 10)
Precisio intermediaria (%) 3,60(n=95)

Os valores de LD e LQ determinados pela metodologia eletroanalitica
desenvolvida, apresentaram resultados menores do que os valores obtidos por Hefnawy et
al.®, que utilizaram técnica espectrofluorométrica para determinacio de CFA. Nesse
trabalho, os autores obtiveram LD = 5 ug L'e LQ = 50 ug L. Além disso, os resultados
obtidos na metodologia desenvolvida neste trabalho utilizando VOQ, também sao superiores
aos publicados por Xu et al.?", com LD = 17,4 pg L', cuja determinacio de CFA foi
realizada utilizando polarografia de pulso diferencial e HMDE. Esses resultados sugerem que
a metodologia eletroanalitica desenvolvida para determinagdo de CFA por VOQ apresentou
maior sensibilidade e pode ser aplicada para determinacdo desse farmaco em nivel de tracos.

A eficiéncia da metodologia proposta foi avaliada utilizando-se testes de

recuperacdo. O método da adicdo de padrdao foi empregado nos testes de recuperagao,

conforme descrito anteriormente no item 4.1.3.
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4.2.4 Estudo de recuperacdo em eletrolito de suporte

A eficiéncia da metodologia proposta foi avaliada utilizando-se testes de
recuperacdo. O método da adicdo de padrdao foi empregado nos testes de recuperagao,
conforme descrito no item 4.1.4.

A curva de recuperagdo foi obtida dentro da faixa de concentragdo investigada na
curva analitica. Escolheu-se a concentracdo de 1,48x10° mol L' (correspondente 2 terceira
adicdo da curva analitica) como sendo a concentra¢do adicionada. Na sequéncia, a amostra
contaminada, foram adicionadas aliquotas de 75 pL de CFA 1,0x10* mol L' a tampao BR
0,04 mol L™ (pH 2,0). A Figura 47 apresenta a curva de recuperacdo construida a partir dos

valores médios de corrente de pico (n = 3), com suas respectivas barras de erro.

Figura 47 — Curva de recuperacio para CFA em eletrélito de suporte, obtida a partir de valores médios (n =3) de
Lyico vs. [CFA], em meio de tampdo BR pH 2,0 sobre HMDE com f = 100 s', a =30 mV, AE, = 4 mV,
E.,..=-0,70V e t,, = 155

0,25

0,20

<
3. 0,154
~

[CFA] 0,051

recuperadal

T T T T IOOO_ T T T T T T T 1
16 12 -08 04 00 04 08 12 16
[CFA]/umol L

Fonte: A prépria autora

Na avaliagdo entre corrente de pico e concentracio adicionada de CFA, observou-
se linearidade com coeficiente de correlacio de 0,9995. Por meio das concentracdes
recuperadas, as taxas de recuperacdo foram calculadas usando a Equacdo 20. Os resultados

obtidos no estudo de recuperacdo em eletrdlito de suporte estdo resumidos na Tabela 7:
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Tabela 7-Resultados obtidos para curvas de recuperagdo de CFA,sobre HMDE, em meio de
tampdo BR pH 2,0.f=90 s, a=30mV, AE;=3mV,E,,=-0,7Vet,=15s

CFA adicionada CFA etectada ~
[ (mjldL'l) ¢ [ (mo]ldItjlt)d Recuperacio (%) RDS (%)
1,48x10°° 1,32x10°¢ 89,19 1,51

Assim como foi constatado para CFX, esses valores conferem a metodologia uma
Otima precisdo, pois se encontram dentro dos limites de confiangca aceitdveis para
metodologias analiticas, indicando que o procedimento desenvolvido € eficiente e podera ser
aplicado em matrizes complexas. Nas se¢Oes seguintes sdo apresentados os resultados para os

testes de recuperacdo de CFA em amostra de medicamentos, leite bovino e d4gua natural.

4.2.5 Aplicacdo da metodologia em medicamentos

Para aplicacdo da metodologia eletroanalitica em amostras de formulacdes
comerciais, foram utilizadas amostras de comprimido e suspensio oral de Keflex®, preparadas
conforme descrito no item 3.4.2. Conforme citado no item anterior, foi utilizado o método da
adicdo de padrao sendo adicionada uma aliquota da solugdo amostra do medicamento,
comprimido e suspensdo oral, resultando em uma concentracdo final na célula eletroquimica
de 1,48x10° mol L', que corresponde ao terceiro ponto da curva analitica.

A Figura 48 apresenta os voltamogramas de onda quadrada (A) e a curva de
recuperacgdo para as amostras de comprimido de Keflex® (B).

Os voltamogramas apresentados na Figura 48A ndo apresentaram deslocamento
significativo dos potenciais de pico, evidenciando que o perfil voltamétrico ndo sofreu
influéncia da matriz do comprimido. A curva de recuperacdo mostrada na Figura 48B

apresentou um coeficiente de correlagdo r = 0,9987.
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Figura 48 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes para recuperacio em
comprimido Keﬂex®, sobre HMDE, em meio de tampao BR pH 2,0.f = 100 s'l, a =30 mV, AE; = 4 mV,
E.c.=-0,70V e t,, = 15s. (B) Relagdo entre corrente de pico e concentragdo de CFA para curva de recuperagdo
em comprimido Keflex®

(A) (B)
0,00 \ 0,25+
o] A
-0,08
£
: 0121 solugdo amostra
20.16- +3,68x10” mol "
’ +6,12x10" mol "
-0.20- +8,55x10" mol L [CFA] . e 0,05
? +1,10x10° mol L \
-0,24+ . . —0,00- . . .
-1,25 -1,20 -1,15 -1,10 -1,05 -5 -1,0 05 00 05 | 1,0 1,5
E/V [CFA]/ umol L

Fonte: A prépria autora

A equacdo da reta para a intensidade da corrente de pico em funcdo da

concentracdo de CFA, para n = 3, € representada pela seguinte equagao:
Tpico (MA) = (1,24 £0,011) x 107+(0,0912 + 0,0014) [CFA] (35)

A Figura 49 apresenta os voltamogramas de onda quadrada (A) e a curva de

recuperacdo (B) para as amostras de suspensao oral de Keflex®.

Figura 49 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes para recuperacio em
suspensdo oral de Keﬂex®,sobre HMDE,em meio de tampdo BR pH 2,0. f = 100 s’l, a=30mV, AE; =4 mV,
E.c.=-0,70V e t,, = 15s. (B) Relagdo entre corrente de pico e concentragdo de CFA para curva de recuperagdo
em suspensdo oral de Keflex®.

(A) (B)
0,00 //// \ 0,30_
-0,04-
/ 0,251
-0,084
< 20
< 0,12 ] 0,
i ~
-~ —0,16- solugdo amostra .g 0,15
= —— +3,68x10" mol L &
-0,20+ +6,12x10" mol L
+8,55x107 mol L
0,241 +1,10x10° mol L
-0,28
' ' ' ' - 0,00-
-1,25 -1,20 -1,15 -1,10 -1,05 15 _1'0 _0'5 00 0'5 1-0 1.5

E/V [CFA]/pmol L

Fonte: A prépria autora
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Os resultados apresentados nos voltamogramas da Figura 49 mostram que a
matriz da suspensdo oral do medicamento Keflex® também ndo influenciou no perfil
voltamétrico como foi observado para a amostra do comprimido. A equacgdo da reta para a
intensidade da corrente de pico em fun¢do da concentracdo de CFA, para n = 3 e coeficiente

de correlacdo r = 0,9988, € representada pela seguinte equagao:
Ipico (MA) = (1,36 £ 0,016) x 107+ (0,1102 + 0,0014) [CFA] (36)

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para as curva de recuperacdo para a

o . ® - . ~
CFA utilizando-se o medicamento Keflex™ nas apresenta¢des comprimido e suspensio oral.

Tabela 8 — Resultados obtidos para curvas de recupera¢dao de CFA,sobre HMDE,em medicamentos por
VOQf=100s", a=30mV, AE, = 4mV, Ey,,= -0,70V e tye, = 155. [CFAlugicionaga = 1.48x10° mol L!

Keflex® Keflex®
comprimido suspensao
Dosagem nominal 500 mg / compr. 250 mg / SmL
Massa de CFA recuperada (mg) 460,7 208.9
[CFAlec / mol L' 1,36x10° 1,23x10°
Recuperacao(%) 92,13 83,56
RSD (%) 1,12 0,47

Valores de recuperagdo média de 92,13% com RSD de 1,12% obtidos para CFA
nos comprimidos de Keflex® e de 83,56% com RSD de 0,47% obtidos para CFA na
suspensdo oral de Keflex® estdo dentro dos limites de confianca aceitéveis para metodologias

analiticas, o que comprova a eficiéncia do método proposto®™ 2.

4.2.6 Aplicacdo da metodologia em leite bovino

Foram realizados testes de recuperacdo em amostras de leite bovino, que
necessitaram apenas de pré-tratamento simples, conforme descrito anteriormente no item
3.4.4. Como a amostra de leite € mais complexa que as amostras de medicamentos, contendo
um ndmero bem maior de possiveis interferentes (componentes do soro do leite, conforme
citado no item 4.1.5), optou-se por aumentar a concentragdo adicionada com o objetivo de
aumentar a sensibilidade das respostas voltamétricas. A Figura 50 apresenta os

voltamogramas de onda quadrada (A) e a curva de recuperacdo para a amostra de leite
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contaminada artificialmente, adicionando-se aliquota adequada da solucdo estoque do

antibidtico resultando em CFA 2,00x10° mol L' (B).

Figura 50 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes para recuperacdo em
leite contendo CFA 2,00)(10’6 mol L', sobre HMDE, em meio de tampao BR pH 2,0. f= 100 s a=30mV, AE;
=4 mV, E,,= -0,70V e t,., = 15s. (B) Relag@o entre corrente de pico e concentragdo de CFA para curva de
recuperacdo em leite

(A) (B)
0.007 s \ 0.16
-0,024
< —0,04-_ \\ <:f§_ 0,12
=3 -0,064 ~
~ 1 [}
0,08+ & .
- 1 solu¢do amostra — 0,08
—0,10-_ +7,42x107 mol L' '
0,12- +1,47x10° mol L
1 +2,20x10° mol L
-0, 14'- + 2,91)(10'6 mol L" [CFA]recusmda
-0,16 . . . . : : 0.004 ; . .
-1,25 -1,20 -1,15 -1,10 30 20 -1,0 0,0 1,0 _12,0 3,0
E/V [CFA]/ umol L

Fonte: A prépria autora

Os voltamogramas apresentados na Figura 5S0A ndo apresentaram deslocamento
significativo de potencial de pico, indicando que, ndo houve interferéncia de componentes do
soro do leite, como foi observado também na recuperacao de CFX. A curva de recuperacao
mostrada na Figura 49B apresentou um coeficiente de correlagdo r = 0,9986. A equacao da
reta para a intensidade da corrente de pico em funcio da concentracdo de CFA, paran =3, é

representada pela seguinte equacao:
Ipico (MA) = (6,447 +0,166) x 10+ (0,0330 + 0,00044) [CFA] (37)

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para as curvas de recuperagdo para a

CFA em leite bovino.

Tabela 9 — Resultados obtidos para curvas de recuperacdo de CFA, sobre HMDE, em leite bovino
por VOQ. f=1005s", a =30 mV, AE, = 4mV, E,.,= -0,70V e t,., = 15s

[CFA]adicionada [CFA]detectada ~
(mol L) (mol L) Recuperacao (%) RDS (%)
2,49x10°° 1,95x10° 78,45 1,80
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Pode-se perceber, a partir dos dados apresentados na Tabela 9, que o método
proposto também se apresentou eficiente para determinacdo de CFA em amostras de leite

bovino.
4.2.7 Aplicacdo da metodologia em dgua natural

Antes de realizar os experimentos de recuperacdo em amostra de d4gua do Acude
Gavido, foram construidas curvas analiticas, empregando os parametros otimizados para CFA,
em meio de tampao BR 0,04 mol L' pH 2,0. Utilizando solugdo estoque de CFA 1,0x10™ mol

L. Os voltamogramas de onda quadrada obtidos sdo exibidos na Figura 51.

Figura 51 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes para recuperacio em
meio de 2mL de dgua natural + 18 mL de tampao BR pH 2,0 sobre HMDE com f = 100 s a=30mV, AE, =4
mV, E,,= -0,70V e t,, = 15s. (B) Relacdo entre corrente de pico e concentracdo de CFA para curva de
recuperacdo em dgua natural

(A) (B)
0.00] 0,35
0,04 A [CFA]/mol L 0.30-
—5,96x10° 1
-0,08+ ——7,94x10° < 0,251
-0,12+ 9.90x10° 3 .
i —— 1.19x10° ~ 0,201
Z 0,16 1,38x10° 8 1
= 0,20 —1,57x10° — 0,15
1,77x10° ! 1
-0,24+ ——1,96x10° 0,10-
-0.28 —2,15x10° |
’ —234x10° 0,05
_0,32- T T T T T T
-1,28  -1,24  -1,20 -1,16 -1,12  -1,08 0,00 T T T T T T T T T
E/V 4,0 8.0 12,0 16,0 20,0 24,0
-1
[CFA]/ umol L

Fonte: A prépria autora

Os voltamogramas apresentados na Figura 51A mostram que o potencial da
corrente de pico sofreu pequeno deslocamento para valores mais negativos na ordem de 2
mV, da primeira para a décima adicdo, ndo sendo esse deslocamento significativo, indicando
que o processo de reducdo de CFA sobre HMDE nao sofreu interferéncia das substancias
organicas e/ou inorganicas presentes na composi¢do da dgua natural. As equacdes 38 e 39
representam a relacdo linear entre a corrente de pico e a concentragdo de CFA em eletrdlito de
suporte e em dgua natural, respectivamente:

- Inico (MA) = (-3,24 £2,76) x 10”7 + (0,0701 + 0,0039) [CFA] (38)
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-Ipico (MA) = (- 6,313 £0,355) x 10°+(0,0157 + 0,00054) [CFA] (39)

Comparando as duas equagdes da reta, em eletrdlito de suporte e em dgua natural,
observa-se uma diferenca significativa nos coeficientes angulares, indicando que ha
interferéncia de matriz. Também foram calculados os valores de LD e de LQ para CFA em
dgua natural, obtendo-se LD = 4,87);10'9 mol L' e LQ = 1,62);10'8 mol L. Observa-se que,
mesmo havendo interferéncia de matriz os esses valores sdo semelhantes aqueles calculados
somente na presenga de eletrélito de suporte.

Utilizou-se o método da adicdo de padrdo na quantificacdo da amostra, para tanto
foram construidas curvas de recuperacdo, em condicdes semelhantes as das curvas de

recuperacao ja descritas. Esses resultados s@o apresentados na Figura 52.

Figura 52 — Relag@o entre corrente de pico e concentracdo de CFA, sobre HMDE,para curva de recuperacdo em
dgua natural contendo CFA 2,00)(10’6 mol L' em meio de tampao BR 0,04 mol L! pH 2,0.f= 100 s a=30mV,
AE,=4mV, E,.,=-0,70V e t,., = 15s
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0,20+
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3. 0,15+
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’_"E.

[CFA]recuerada ’05 |
T T T T T 0”00 - T T T T T 1
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Fonte: A prépria autora

A concentra¢do adicionada foi de 7,94x10° mol L™, correspondente ao segundo
ponto da curva analitica em dgua natural. Calculou-se concentracdo recuperada média de
6,53x10° mol L', com percentual de recuperagdo média de 82,29% com RSD de 0,84%.
Portanto, os resultados obtidos mostram que a metodologia desenvolvida pode ser aplicada

com sucesso na quantificacdo de CFA em dguas naturais.



C.M.S. FORTE 95

5 CONCLUSOES

Utilizando as técnicas de VC e de VOQ foi possivel determinar que os processos
de reducdo dos antibidticos CFX e CFA, ambos pertencentes ao grupo das cefalosporinas,
sobre HMDE em meio de tampdao BR pH 2,0 sdo irreversiveis com transporte de massa
controlado por adsorcdo, ndo sendo observado processo anddico em ambas as moléculas.

O numero de prétons e elétrons envolvidos no processo de redugdo das moléculas
estudadas foi calculado. Observou-se que o processo de reducdo da CFX envolve a
transferéncia de dois elétrons e dois prétons para cada pico, relacionados a reducdo dos
grupos — C = N — para o pico 1 e grupo — CH; — R para o pico 2. O processo de reducao de
CFA, também envolve a participagao de dois elétrons e dois prétons, relacionados a quebra da
dupla ligacdo (— C = C —) do grupo etilénico.

Os valores dos limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo (LQ), calculados
utilizando a recomendacdo da IUPAC, bem como os resultados de repetibilidade e precisdo
intermedidria, expressos como valores de RSD abaixo de 4%, indicam que os procedimentos
desenvolvidos, apresentaram sensibilidade, eficiéncia e precisdao. Os resultados obtidos foram
superiores aqueles reportados na literatura, utilizando diferentes técnicas (cromatogréficas,
espectrométricas e eletroquimicas), tanto para CFX quanto para CFA.

A eficiéncia da metodologia proposta foi avaliada a partir de testes de recuperacao
em amostras de medicamentos, leite bovino e dgua natural. Os valores percentuais dos
resultados obtidos encontraram-se dentro da faixa aceitdvel de porcentagem de recuperacdo e
mostraram que a metodologia desenvolvida neste trabalho apresentou-se eficiente para
determinacdo dos antibiéticos CFX e CFA em amostras complexas, sem a necessidade de

etapas complexas de preparo das amostras.
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