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RESUMO 
 

O surgimento de micro-organismos resistentes a um grande número de antimicrobianos 
clinicamente aprovados vem sendo cada vez mais frequente, o que limita as opções para o 
tratamento das infecções bacterianas. Como estratégia, fármacos com elevadas atividades 
antimicrobianas encontram-se em evidência. Destaca-se uma classe de antimicrobianos, a das 
cefalosporinas, tendo como quarta geração a cefepima (CEF), um produto semi-sintético que 
apresenta atividade contra várias bactérias Gram-positivas (ex. Staphylococcus aureus sensível 
à oxacilina) e Gram-negativas (ex. Pseudomonas aeruginosa) aeróbias. Seu mecanismo de ação 
é similar ao dos outros β-lactâmicos, ou seja, inibe a síntese da parede celular bacteriana, 
ligando-se a uma ou mais proteínas de ligação das penicilinas (penicillin-binding proteins - 
PBPs). Nesse contexto, pesquisas inovadoras envolvendo métodos analíticos são de 
fundamental importância e altamente relevantes para otimizar sua análise na indústria e garantir 
a qualidade do produto já comercializado. Análises qualitativas foram utilizadas e 
desenvolvidas durante o trabalho, a fim de promover a identificação do fármaco. Nesta pesquisa 
também foram desenvolvidos e validados métodos para quantificação de CEF em pó liofilizado 
para solução injetável. Dentre eles, o ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico foi 
validado utilizando a cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538, sendo linear na faixa de 36,0 a 
81,0 µg/mL, onde apresentou potência de 102,46% e exatidão de 99,92%. O método por 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) foi validado utilizando como fase móvel 
somente água purificada e etanol (45:55, v/v), no comprimento de onda (l) de 258 nm, 
apresentando faixa linear de 10 a 70 µg/mL e tempo de retenção (tR) igual a 4,99 minutos. O 
doseamento apresentado por CLAE foi de 106,31% e a exatidão obteve um valor de 100,08%. 
Ensaios por espectrofotometria com absorção nas regiões do ultravioleta (UV) e do visível 
(VIS) tiveram seus parâmetros validados para a quantificação de CEF, empregando água 
purificada como solvente nos comprimentos de onda de 258 e 740 nm, respectivamente. O 
método por UV apresentou linearidade na faixa de 10 a 20 µg/mL, com teor de 103,81% e 
exatidão de 100,80%. O método no VIS foi desenvolvido em escala miniaturizada, diminuindo 
o uso de materiais e solventes, bem como o tempo de preparo das análises. A linearidade do 
método no VIS foi apresentada na faixa de 15 a 40 µg/mL e o valor de teor obtido foi de 
104,26%. Por fim, outro método desenvolvido e validado foi por espectrofotometria de 
absorção na região do infravermelho (IV), o qual não utilizou solventes orgânicos para os 
ensaios, característica importante na redução de resíduos. O teor de CEF obtido pelo método de 
IV foi de 103,86%, dentro da faixa linear apresentada nas concentrações de 0,2 a 0,6 
mg/pastilha de brometo de potássio (KBr) e com valor resultante da exatidão de 100,83%. 
Análises de variância (ANOVA) foram realizadas para os métodos validados, comprovando a 
segurança e a confiabilidade dos resultados obtidos. Análises de espectrometria de massas 
foram realizadas para detectar possíveis produtos após a degradação de CEF. Estudos de 
estabilidade de curta e longa duração de CEF em pó liofilizado também foram realizados, 
resultando em perdas nas porcentagens dos teores, ficando dentro do limite descrito na 
literatura. Assim, todos os métodos desenvolvidos e validados neste trabalho são voltados à 
química verde e recomendados para o controle de qualidade de CEF em formulação 
farmacêutica. 
 
Palavras-chave: CLAE. Cloridrato de cefepima. Controle de qualidade. Ensaio 
microbiológico. Espectrofotometria. Estabilidade. Métodos analíticos. Produtos de degradação. 
Validação. 
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ABSTRACT 

 

The emergence of resistant microorganisms to a large number of clinically approved 
antimicrobials has been increasingly used, which limits the options for the treatment of bacterial 
infections. As a strategy, drugs with high antimicrobial activities are in evidence. Stands out a 
class of antimicrobial, the cephalosporins, having as fourth generation cefepime (CEF), a semi-
synthetic product which has activity against various Gram-positive bacteria (e.g. oxacillin 
resistant Staphylococcus aureus) and Gram-negative (e.g. Pseudomonas aeruginosa) aerobic. 
Its mechanism of action is similar to other β-lactams, that mean, inhibits bacterial cell wall 
synthesis by binding to one or more penicillin-binding proteins - PBPs. In this context, 
innovative research involving analytical methods present fundamental importance and it is 
highly relevant to optimize its analysis in routine pharmaceutical industry and ensure quality of 
product already marketed. Qualitative analyzes were developed and used during work in order 
to promote the identification of the drug. In this research were also developed and validated 
methods for the quantification of CEF in lyophilised powder for solution for injection. Among 
them, microbiological test by turbidimetric method was validated using Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 strain, being linear in the range from 36.0 to 81.0 µg.mL-1, which has potency of 
102.46% and 99.92% accuracy. The method using high performance liquid chromatography 
(HPLC) was performed using as mobile phase only purified water and ethanol (45:55, v/v) at a 
wavelength (l) of 258 nm, showed the linear range in 10 to 70 µg.mL-1 and retention time (tR) 
equal to 4.99 minutes. The determination shown by HPLC was 106.31% and the accuracy 
obtained a value of 100.08%. Assays by spectrophotometry with absorption in the regions of 
ultraviolet (UV) and of visible (VIS) had their validated parameters to quantification CEF using 
purified water as solvent in the wavelengths of 258 and 740 nm, respectively. The method by 
UV showed linearity in the range of 10 to 20 µg.mL-1, with content of 103.81% and accuracy 
of 100.80%. The VIS method was developed on miniaturized scale, reducing the use of 
materials and solvents, as well as the time of prepare of the analyzes. The linearity of the VIS 
method was presented in the range of 15 to 40 µg.mL-1 and the content value obtained was of 
104.26%. Lastly, another method was developed and validated by spectrophotometry with 
absorption in the region of infrared (IR), which did not use organic solvents for the analysis, 
important feature in reducing residues. The CEF content obtained by the IR method was 
103.86%, within the linear range shown in concentrations of 0.2 to 0.6 mg/pellet of potassium 
bromide (KBr) and with value resulting of accuracy of 100.83%. Analysis of variance 
(ANOVA) were performed for validated methods, proving the safety and reliability of the 
results obtained. Analyses of mass spectrometry were performed to detect possible products 
after CEF degradation. The accelerated and long term stability studies of CEF in lyophilized 
powder also were performed, decreasing the percentages of the contents, but in according with 
the limit described in the literature. Thus, all the methods developed and validated in this work 
are turned on green chemistry and recommended for the quality control of CEF in 
pharmaceutical formulation. 
 
Keywords: Analytical methods. Cefepime hydrochloride. Degradation products. HPLC. 
Microbiological assay. Quality control. Spectrophotometry. Stability. Validation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No decorrer das últimas décadas a resistência a antimicrobianos desencadeou uma crise 

de proporção global. Cada vez mais os micro-organismos encontram-se resistentes a um vasto 

número de antimicrobianos clinicamente aprovados e estão se espalhando com facilidade entre 

os continentes. Esse fenômeno representa uma ameaça à saúde pública, já que limita as opções 

para o tratamento das infecções bacterianas (SILVEIRA et al., 2006; WRIGHT, 2011). Ao lado 

disso, existem poucos novos agentes antimicrobianos surgindo no mercado (WRIGHT, 2011; 

BLAIR et al., 2015). Desta maneira, o desenvolvimento de novos fármacos, com a capacidade 

de contornar esses mecanismos de resistência, representa importante avanço na prática clínica. 

Como estratégia no combate aos micro-organismos resistentes, fármacos com elevada 

atividade antimicrobiana e mecanismos de ação com uma maior potência encontram-se em 

evidência. Neste contexto, destaca-se uma classe de antimicrobianos, a das cefalosporinas, 

sendo que a sua quarta geração possui a cefepima. As cefalosporinas são antibióticos β-

lactâmicos isoladas de espécies Cephalosporium ou preparadas semi-sinteticamente 

(ELKADY; ABBAS, 2011), nesse caso a cefepima trata-se de um produto semi-sintético, sendo 

ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aeróbias (SWEETMAN, 2009; EL-

RABBAT et al., 2012). 

A necessidade de se demonstrar a qualidade das análises químicas utilizadas pela 

indústria farmacêutica é fundamental durante e depois da fabricação de medicamentos, visto 

que dados analíticos não confiáveis podem gerar grandes problemas, entre eles, danos à saúde 

da população e prejuízos financeiros irrecuperáveis (LA ROCA et al., 2007). Com isso, a etapa 

da validação de métodos analíticos é indispensável, pois apresenta impacto direto sobre a 

qualidade desses dados. 

 É de suma importância para garantir a qualidade do produto final que o controle de 

qualidade na indústria farmacêutica aprimore seus métodos para identificação do teor de 

substância ativa e o estudo das características físicas e químicas do fármaco. Deste modo, o 

desenvolvimento de métodos para análise de cefepima em produtos farmacêuticos é essencial 

para garantir a eficácia e segurança deste medicamento. Soma-se a isso, o fato de se tratar de 

um medicamento cuja monografia não está inserida nas farmacopeias do Brasil (2010) e seu 

suplemento (2016), da Argentina (2009), da Espanha (2005) e de Portugal (2005), e por terem 

sido encontrados poucos artigos referentes a métodos analíticos para o controle de qualidade e 

estudos de estabilidade para a forma farmacêutica (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; 
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RFE, 2005; FARMACOPEA ARGENTINA, 2009; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2016). 

 Dessa forma, métodos analíticos necessitam ser desenvolvidos, validados e aprimorados 

para tal finalidade. Além disso, é extremamente importante investigar a estabilidade deste 

fármaco, bem como a presença ou formação de produtos de degradação, através de estudos de 

estabilidade das formulações. Assim sendo, este trabalho busca gerar informações relevantes 

para fortalecer o conhecimento científico e tecnológico. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivos gerais 

 

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e validação de métodos 

analíticos para determinação qualitativa e quantitativa de cefepima em pó liofilizado para 

preparações injetáveis.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Ø Realizar análises qualitativas da amostra de cefepima em pó liofilizado para solução 

injetável através dos métodos tradicionais de controle de qualidade: características 

físicas; ponto de fusão; cromatografia em camada delgada (CCD); espectrofotometria 

nas regiões do ultravioleta (UV), visível (VIS) e infravermelho (IV).  

Ø Desenvolver e validar métodos analíticos para análise da cefepima em pó liofilizado 

para solução injetável empregando a espectrofotometria nas regiões do UV, do VIS e 

do IV médio, o ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico e a cromatografia 

líquida de alta eficiência com detecção UV (CLAE-UV).  

Ø Comparar estatisticamente os métodos propostos. 

Ø Realizar estudo de estabilidade de curta e longa duração da amostra de cefepima. 

Ø Propor os possíveis produtos formados a partir da degradação forçada da cefepima por 

espectrometria de massas (EM). 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Cefalosporinas 

 

 O surgimento das cefalosporinas teve início em pesquisas realizadas pelo professor 

Giuseppe Brotzu, no ano de 1948, após o isolamento do micro-organismo Cephalosporium 

acremonium nas águas do mar próximas a uma saída de esgoto da costa da Sardenha, dando 

origem à primeira fonte das cefalosporinas. Os estudos realizados constataram que o 

crescimento in vitro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foi inibido, através dos 

filtrados não tratados de cultura deste fungo, indicando a produção de substâncias inibidoras 

(MARSHALL; BLAIR, 1999; ASBEL; LEVISON, 2000; AL-MOMANI, 2001; MARTÍNEZ; 

FALCÓ; CABEZA, 2002; SAMANIDOU; HAPESHI; PAPADOYANNIS, 2003; EL-

SHABOURY et al., 2007; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). 

 Anos mais tarde, observou-se que nos meios líquidos onde o fungo era cultivado foram 

encontrados três antibióticos distintos, sendo denominados de cefalosporinas P, N e C. Logo 

após, foi isolado o ácido 7-aminocefalosporânico, o núcleo ativo da cefalosporina C, 

percebendo-se que quando adicionava cadeias laterais a esta estrutura, tornava-se possível a 

produção de compostos semi-sintéticos dotados de atividade antibacteriana muito maior do que 

a da substância original (ASBEL; LEVISON, 2000; AL-MOMANI, 2001; MARTÍNEZ; 

FALCÓ; CABEZA, 2002; SAMANIDOU; HAPESHI; PAPADOYANNIS, 2003; EL-

SHABOURY et al., 2007; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). 

 As cefalosporinas são antimicrobianos β-lactâmicos de ampla utilização, da mesma 

forma que as penicilinas. Juntas essas classes constituem o maior grupo de antimicrobianos 

disponíveis. A penicilina e a cefalosporina surgiram nas décadas de 1940 e 1960, 

respectivamente, sendo altamente comercializadas e com grande importância terapêutica 

(OHMORI et al., 2011). 

 Existem algumas características que destacam a classe das cefalosporinas, como largo 

espectro de atividade antimicrobiana, nível de toxicidade baixo e perfil farmacocinético 

favorável. Em muitos casos esta é a classe de antimicrobianos de primeira escolha, sendo 

altamente empregada na prática clínica com indicação para diversos tratamentos como 

pneumonia, meningite, septicemia e infecções da pele e tecidos moles (MARSHALL; BLAIR, 

1999; CHAN; CHAN; FRENCH, 1986; SALGADO, TOZO, 2007; MORENO, SALGADO, 

2010; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). 
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 A incorporação de diferentes substituintes nas cadeias laterais R1 e/ou R2 do núcleo das 

cefalosporinas, proporciona ao fármaco alterações em suas propriedades. Quando se trata de 

substituições na posição 7 do anel β-lactâmico a atividade antimicrobiana é modificada, já se 

ocorrerem na posição 3 do anel diidrotiazina alterações no metabolismo e nas propriedades 

farmacocinéticas do fármaco são observadas (ASBEL; LEVISON, 2000; MOHAMED et al., 

2008; RANG et al., 2008; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). As cefamicinas 

são antimicrobianos que possuem um grupo metóxi na posição 7 do anel β-lactâmico no núcleo 

do ácido 7-aminocefalosporânico, diferindo somente neste aspecto para os núcleos das 

cefalosporinas, conforme apresentados na Figura 1. 

 
Figura 1- Núcleo penicilina (a), cefalosporina (b) e cefamicina (c). 
 
 

 
 
 

Fonte: Adaptada de BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012. 
 
 
 
 A classificação das cefalosporinas é realizada pela sua estrutura química, farmacologia 

clínica, resistência às β-lactamases ou espectro de atividade, sendo comumente utilizado o 

sistema de classificação por geração (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001). Após a 

síntese de ceftarolina e ceftobiprole, a classificação das cefalosporinas já se encontra na quinta 

geração (REYGAERT, 2011; JACQUELINE, TATTEVIN, 2012), sendo que para cada síntese 

nova realizada ocorrem importantes modificações nas características, como o aumento do 

espectro de atividade antimicrobiana entre bactérias Gram-negativas, diminuição da atividade 

frente às Gram-positivas e aumento progressivo na resistência às β-lactamases, quando 

comparadas da primeira à quinta geração (ASBEL; LEVISON, 2000; EL-SHABOURY et al., 

2007; KUSABA, 2009). 
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antibacteriana destes compostos e substituições na posição 3 do anel diidrotiazina estão associadas à 

alterações no metabolismo e nas propriedades farmacocinéticas do fármaco (MOHAMED et al., 

2008; RANG et al., 2008; BRUNTON et al., 2012). As cefamicidas são antimicrobianos que 

diferem das cefalosporinas, por possuírem um grupo metóxi na posição 7 do anel β-lactâmico no 

núcleo do ácido 7-aminocefalosporânico, como apresentado na Figura 1.  
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Fonte: BRUNTON et al., 2012 

 

As cefalosporinas e as cefamicidas podem ser classificadas com base nas suas estruturas 

químicas, farmacológicas, resistência à β-lactamase ou espectro antimicrobiano, no entanto o 

crescente surgimento de novos fármacos destas classes a cada ano nos permitiu estabelecer um 

sistema de classificação por “gerações” que se tornou muito usual. A classificação por gerações 

baseia-se nas características gerais do fármaco e na sua atividade antimicrobiana (REYGAERT, 

2011; BRUNTON et al., 2012). Recentemente, com a síntese de ceftaroline e ceftobiprole, já são 

cinco as gerações de cefalosporinas existentes (REYGAERT, 2011; JACQUELINE, TATTEVIN, 

2012). A cada nova geração de cefalosporinas lançada se observa um aumento progressivo no 

alargamento do espectro de bactérias Gram-negativas, certa redução na atividade contra bactérias 

Gram-positivas e maior resistência às β-lactamases da primeira para a quinta geração (EL-

SHABOURY et al., 2007; KUSABA, 2009). As diferenças estruturais das cefalosporinas e suas 

indicações terapêuticas estão apresentadas na Tabela 1. 
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3.2. Cloridrato de cefepima 

 

O antimicrobiano cefepima de fórmula molecular C19H24N6O5S2 é um produto semi-

sintético, da classe das cefalosporinas de quarta geração, sendo ativa contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas aeróbias (SWEETMAN, 2009; EL-RABBAT et al., 2012). A 

amostra em pó estéril e liofilizado para solução injetável é formada através de uma mistura de 

cloridrato de cefepima e L-arginina, na qual a L-arginina é adicionada para controlar o pH da 

solução reconstituída entre 4,0 e 6,0 (LIU; SANDERLAND, 2004a). Na Figura 2 é apresentada 

a estrutura química da cefepima. 

 

Figura 2- Estrutura química da cefepima (CAS 88040-23-7). 

 

 
 

Fonte: RODRIGUES; SALGADO, 2016. 

 

O mecanismo de ação da cefepima é similar ao dos outros β-lactâmicos, ou seja, inibe a 

síntese da parede celular bacteriana. Devido à sua estrutura química, este fármaco é o único que 

contém um grupo de amônio quaternário carregado positivamente na posição C-3, gerando um 

“zwitterion”, que facilita a penetração pela membrana externa mais rapidamente que outras 

cefalosporinas. Dessa forma, liga-se a uma ou mais proteínas de ligação das penicilinas 

(Penicillin-Binding Proteins - PBPs), que estão situadas na face externa da membrana 

citoplasmática, e consequentemente, inibe a etapa final da transpeptidação do peptideoglicano 

havendo lise osmótica, impedindo assim a síntese da parede celular (MARTIN; KAYE, 2004, 

MAXCEF®, 2013).  

Esta cefalosporina de quarta geração atinge uma maior concentração nas células 

bacterianas sofrendo pouca ação de suas enzimas no espaço periplasmático. Além disso, possui 

na posição C-7 um grupo 2-aminotiazolilacetamida, que aumenta a sua resistência à degradação 
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por várias β-lactamases. A cefepima tem substituído muitas indicações do antimicrobiano 

ceftazidima (MARTIN; KAYE, 2004; SINGH, 2004).  

Apresenta amplo espectro com excelente atividade contra bactérias Gram-negativas 

(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella sp., Haemophilus influenzae, Proteus 

sp., Moraxella sp., Shigella sp.) e alguns cocos Gram-positivos (Staphylococcus aureus 

sensível à oxacilina, Streptococcus pyogenes, Enterococcus sp.) (SANDERS; TENNEY; 

KESSLER, 1996; DIEKEMA et al., 1999). Quando comparada com cefalosporinas de terceira 

geração, a cefepima apresenta maior atividade contra organismos Gram-negativos e Gram-

positivos (KUMAR et al., 2010). A indicação deste antimicrobiano é voltada para o tratamento 

de infecções do trato urinário, trato respiratório inferior, da pele e estruturas cutâneas, intra-

abdominais, ginecológicas, assim como para septicemia, neutropenia febril e também para a 

profilaxia cirúrgica em pacientes submetidos à cirurgia intra-abdominal (MAXCEF®, 2013). 

O nome comercial da cefepima é Maxcef®, o qual é comercializado no Brasil e na 

Argentina pelo Laboratório Farmacêutico Bristol-Myers Squibb. Na Austrália, Áustria, Canadá, 

Alemanha e nos Estados Unidos é comercializado com o nome de Maxipime®, também pelo 

Laboratório Farmacêutico Bristol-Myers Squibb (SWEETMAN, 2009), que foi o detentor da 

patente do fármaco até 2007. O produto é vendido na apresentação de cartucho com 1 frasco-

ampola contendo 500 mg, 1 g ou 2 g de cefepima/frasco para aplicação intravenosa (IV), para 

aplicação intramuscular (IM) a apresentação é de 500 mg ou 1 g, em ambos (IV ou IM) possuem 

aproximadamente 725 mg de L-arginina por grama de cefepima na forma farmacêutica de pó 

liofilizado para solução injetável (MAXCEF®, 2013). 

 Sua posologia é recomendada por via intravenosa, através de infusão lenta (30 minutos), 

em dose de 1 g a cada 12 horas para infecções leves a moderadas, 2 g a cada 12 horas para 

infecções graves e 2 g a cada 8 horas para neutropenia febril (CHEATHAM et al., 2011). A 

meia-vida sérica deste fármaco é de aproximadamente 2 horas e cerca de 85% da dose 

administrada é recuperada na urina (BURGESS; HASTINGS; HARDIN, 2000; MAXCEF®, 

2013). 

 

3.3. Métodos analíticos 

 

 A prospecção de novos métodos analíticos, o aperfeiçoamento e a validação dos 

métodos já existentes trazem inúmeros benefícios para a indústria farmacêutica, com a 

finalidade de economia tanto em custos quanto ao tempo de análise, fornecendo métodos mais 

simples e adequados para as análises de rotina do controle de qualidade. 
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Apesar de ser altamente estudada e pesquisada no que concerne à atividade 

antimicrobiana, farmacocinética e farmacodinâmica, quanto à determinação de cefepima e 

produtos de degradação, há poucos métodos de análise padronizados em compêndios oficiais e 

em periódicos de circulação internacional; dentre elas, destacam-se análises de identificação 

e/ou quantificação pelos métodos de: cromatografia em camada delgada (CCD) 

(DĄBROWSKA et al., 2015); espectrofotometria na região do ultravioleta (UV) e visível (VIS) 

(RÓDENAS et al., 1995; EVAGELOU; TSANTILI-KAKOULIDOU; KOUPPARIS, 2003; 

SUJITH; ABRAHAM; DIVAKAR, 2010; PATEL et al., 2011; ELAZAZY; SHALABY, 2012; 

EL-RABBAT et al., 2012; NANDA et al., 2012; RAMBABU; JYOTHIRMAYEE; NAGA 

RAJU, 2012; CHAFLE, 2013; SINGH et al., 2013; PATEL CHAHANA; PATEL HARSHA; 

PATEL CHHAGANBHAI, 2013; HOSNY, 2014; BHATT et al., 2015; PAPANNA; 

KRISHNEGOWDA; NAGARAJA, 2015); eletroforese capilar (LIU; SUNDERLAND, 2004a; 

LIU; SUNDERLAND, 2004b; PRASANNA et al., 2010; ZHU; ZHANG; HU, 2010); 

infravermelho (BUGAY; NEWMAN; FINDLAY, 1996; ZHANG; FENG; HU, 2008; EL-

RABBAT et al., 2012; ABDEL-FATTAH et al., 2013; FERDOUS et al., 2015; MOSTAFA et 

al., 2015) e potenciometria (EVAGELOU; TSANTILI-KAKOULIDOU; KOUPPARIS, 2003). 

Estudos de estabilidade e de produtos de degradação ou impurezas presentes na formulação 

realizados com cloridrato de cefepima também foram reportados em menores quantidades nos 

bancos de dados (RABOUAN-GUYON et al., 1997; FUBARA; NOTARI, 1998; USLU; 

OZKAN; ZUMAN, 2004; LIU; SUNDERLAND, 2004b; NOLIN; LAMBERT; OWENS JR, 

2006; CHONG; HU, 2008; SUBRAMANIAN et al., 2009; JAGADEESH KUMAR et al., 2010; 

PRASANNA et al., 2010; KHAN; IQBAL; KHATTAK, 2012; ABDEL-FATTAH et al., 2013; 

BEHIN; PUNITHA; KRISHNAN, 2013; PAGE; STEVENSON; POWELL, 2014; 

DĄBROWSKA et al., 2015; MOSTAFA et al., 2015; SMITH et al., 2015).  

Análises microbiológicas foram descritas em artigos científicos, sendo na maior parte 

análises por microdiluição em caldo, diluição em ágar e disco-difusão em ágar, com intuito de 

avaliação de CIM (Concentração Inibitória Mínima), dosagem em tecidos e secreções ou para 

parâmetros farmacocinéticos de matrizes biológicas (PAPAGORAS et al., 2003; VEDEL, 

2005; SADER; FRITSCHE; JONES, 2006; SOUZA et al., 2006; GOUDAH et al., 2006; 

PETRIKKOS et al., 2006; ABD EL-ATY et al., 2007; MIRSALEHIAN et al., 2010; WAGNER 

et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2011; JABALAMELI et al., 2012; LAMY et al., 2012; EL-

HEWAITY, 2014), por outro lado, para o método turbidimétrico não foi localizado nenhum 

artigo. 
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A técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) apresenta alto desempenho 

nas análises de quantificação e separação de compostos, além de ser sofisticada e uma das mais 

utilizadas atualmente. Apesar dessas propriedades, métodos cromatográficos com menor tempo 

de análise, acessíveis, custos reduzidos, que utilizem menores quantidades de solventes 

orgânicos e tóxicos, apresentando segurança ao analista e gerando menores quantidades de 

resíduos não afetando o meio ambiente, são assuntos que vêm se destacando mundialmente. 

Na literatura foram encontrados vários métodos de CLAE para análise de CEF, 

apresentados cronologicamente nas Tabelas 1 e 2. A monografia com as análises de cloridrato 

de cefepima também foi localizada nos compêndios oficiais que descrevem este antimicrobiano 

na forma farmacêutica, sendo expostos na Tabela 3 e 4 (JP, 2011; USP 37, 2014). As 

Farmacopeias Britânica (2012) e Europeia (2011) descrevem somente monografias para o 

ingrediente farmacêutico ativo (IFA) (EP, 2011; BP, 2012). Grande parte dos métodos 

encontrados para a quantificação de CEF é para análises em matrizes biológicas, as quais 

utilizam grandes quantidades de solventes orgânicos e tóxicos para os operadores e para o meio 

ambiente. Este fato vem ao encontro dos objetivos iniciais deste trabalho com a preocupação 

de desenvolver métodos analíticos ambientalmente favoráveis. Além disso, alguns métodos 

apresentaram-se complexos para a realização, necessitando de pré-tratamento do fármaco e de 

equipamentos modernos, o que, consequentemente, aumentam os custos da análise. 
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Tabela 1- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Supelcosil™ 
ABZ+ (150 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Tampão fosfato monopotássico 20 mM 
: acetonitrila (94:6, v/v) ajuste de pH 
2,0 com ácido ortofosfórico 
concentrado 

UV 263 Soro humano 1,0 2,81 BREILH et al., 
1999 

       
Nova-Pak® C18 
(150 x 3,9 mm; 4 
µm) 
 

Ácido 1-octanossulfônico sal sódico 
0,0023 M : acetonitrila (86:14, v/v) 
ajuste de pH 2,3 com ácido fosfórico 
85% 

UV 280 
 

Soro humano 1,0 
 

~ 10 BONAPACE et al., 
1999 

       
Partisil™ 5 ODS-
3 C18 (100 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Metanol : dodecil sulfato de sódio 0,01 
M (ajuste de pH 3,0 com ácido acético 
glacial) : tetrahidrofurano : ácido 
tricloroacético 5% : ácido fosfórico 
2,49 M (49,7:40,4:5,3:3,9:0,7, 
v/v/v/v/v) 

UV 280 Urina 
humana 

2,8 ~ 10 BONAPACE et al., 
1999 

       
Hypersil™ BDS 
C18 (250 x 4,6 
mm; 5 µm) com 
pré-coluna (10 x 
4,0 mm) 

Metanol : tampão fosfato monossódico 
0,025 M (13:87, v/v) ajuste de pH 3,0 
com ácido ortofosfórico 25% 

UV 270 Plasma 
humano e 

fluido vítreo 

1,0 4,80 VALASSIS; 
PARISSI-
POULOU; 

MACHERAS, 
1999 

       
Hypersil™ BDS 
C18 (150 x 4,6 
mm; 5 µm) com 
pré-coluna (20 x 
4,6 mm) a 40 °C 

Acetonitrila : acetato de amônio 0,05 M 
e 4% de ácido acético glacial (2,8:97,2, 
v/v) ajuste de pH 4,0 com hidróxido de 
sódio 

UV 254 Plasma 
humano 

1,0 4,40 CALAHORRA et 
al., 1999 

Continua na próxima página 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Nova-Pak® C18 
(150 x 3,9 mm; 4 
µm) e Guard-Pak 
(4 µm) 

Ácido octanossulfônico 0,0023 mol/L : 
acetonitrila (86:14, v/v) ajuste de pH 
2,3 com ácido fosfórico 85% 

ND* Soro humano 1,0 ND* BURGESS; 
HASTINGS; 

HARDIN, 2000 

       
Polaris® C18-A 
(150 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Água : metanol : acetato de sódio 0,2 M 
: ácido acético 0,2 M (84,6:10:3,2:2,2, 
v/v/v/v) 

UV 257 Soro de cães 
(recém-

nascidos e 
adultos) 

1,0 ND* GARDNER; 
PAPICH, 2001 

       
LiChrosorb® RP-
18 (250 x 4,6 mm; 
5 µm) 

Metanol : tampão fosfato monossódico 
100 mM pH 3,0 (13:87, v/v)  

UV 270 Fluido biliar 
de rato 

1,0 5,6 CHANG et al., 
2001a 

       
LiChrosorb® RP-
18 (250 x 4,6 mm; 
5 µm) 

Metanol : tampão fosfato monossódico 
100 mM pH 3,0 (13:87, v/v) 

UV 270 Sangue e 
cérebro de 

rato 

1,0 ND* CHANG et al., 
2001b 

       
Hypersil™ com 
Nucleosil® C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) com pré-
coluna com 
Hypersil™ ODS 
(15 x 4,6 mm; 5 
µm) a 35 °C 

Acetonitrila : acetato de amônio pH 4,0 
(10:90, v/v para plasma; 12:88, v/v para 
urina ou fluido de diálise) 

UV 280 Plasma, urina 
e fluido de 

diálise 
humano  

1,0 Plasma: 3,9 ± 
0,2 

Urina e fluido 
de diálise: 3,5 ± 

0,04  

CHERTI et al., 
2001 

 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Supelcosil™ 
ABZ+ 

ND* UV 263 Soro e 
parênquima 
pulmonar 
humano 

ND* ND* BREILH et al., 
2001 

       
Hichrom® HI-3,5 
C18 (7 x 4,6 mm; 
3,5 µm) 

Acetonitrila : acetato de amônio 20 mM 
(7:93, v/v) ajuste de pH 4,0 com ácido 
acético glacial 

UV 254 Soro e vítreo 
humano 

1,0 1,8 – 2,2 ARAS et al., 2002 

       
Supelco® LC18 
(150 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Borato de sódio 0,2 M (ajuste de pH 6,8 
com hidróxido de sódio) : metanol 
(92:8, v/v) 

UV 260 Plasma 
humano 

1,0 6,06 ± 0,20 BUGNON et al., 
2002 

       
Atlantis dC18 (250 
x 4,6 mm; 5 µm) 

Metanol : dihidrogeno fosfato 0,01 M 
pH 3,0 (15:85, v/v) 

a Plasma 
humano 

0,7 10,2 KIM et al., 2003 

       
X-terra® RP-18 Tampão acetato de sódio 10 mM (pH 

5,0) : acetonitrila (95:5, v/v) 
UV 258 Soro humano 1,0 ND* BARIRIAN et al., 

2003 
       
LiChrospher® 100 
RP-18 (250 x 4,0 
mm; 5 µm) com 
pré-coluna (10 x 
4,0 mm) 

Gradiente: A: Acetonitrila; B: tampão 
ácido fosfórico 0,1 M / hidróxido de 
sódio pH 3,0 e C: n-octilamina 0,01 M 
ajuste de pH 3,0 com ácido fosfórico 
(v/v/v) - 8% A : 46% B : 46% C 0 min 
8% A : 46% B : 46% C 4 min 
36% A : 32% B : 32% C 6 min 
36% A : 32% B : 32% C 10 min 
8% A : 46% B : 46% C 12 min 

UV/VIS 
0-3 min 350 
 3-5 min 259 
5-8 min 350 
8-9,5 min 

278 
9,5-10 min 

350 

Urina 
humana 

1,3 4,03 OCAÑA 
GONZÁLEZ et al., 

2004 

Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

µBondapak™ C18 
(300 x 3,9 mm; 10 
µm) 

Tampão acetato : acetonitrila (95:5, 
v/v) ajuste de pH 4,0 com ácido acético 
glacial 

DAD 280 Plasma e 
dialisado 

ultrafiltrado 
de humano 

2,0 6,85 ISLA et al., 2005 

       
Inertsil® ODS-3 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Acetonitrila : acetato de amônio 20 mM 
pH 4,0 (10:90, v/v) 

UV 254 Plasma e 
fluido 

cérebro 
espinhal 
humano 

a ~ 6,0 SHEN et al., 2005 

       
LiChrospher® 100 
RP-18 (250 x 4,0 
mm; 5 µm) com 
pré-coluna (10 x 
4,0 mm) 

Gradiente: A: Acetonitrila; B: tampão 
ácido fosfórico 0,1 M / hidróxido de 
sódio pH 3,0 e C: n-octilamina 0,01 M 
ajuste de pH 3,0 com ácido fosfórico 
(v/v/v) - 8% A : 46% B : 46% C 0 min 
40% A : 30% B : 30% C 10 min 
40% A : 30% B : 30% C 12 min 
8% A : 46% B : 46% C 15 min 

DAD 256 Urina 
humana 

1,0 4,9 OCAÑA 
GONZÁLEZ; 
CALLEJÓN 
MOCHÓN; 

BARRAGÁN DE 
LA ROSA, 2005 

 

       
LiChrospher® 100 
RP-18 (250 x 4,0 
mm; 5 µm) 

Tampão fosfato 10 mM (pH 7,0) : 
metanol (75:25, v/v)  

UV 256 Soro, urina e 
fluido 

cérebro 
espinhal 
humano 

Soro e 
urina: 1,0 

Fluido 
cérebro 

espinhal: 
0,5 

2,8 para vazão 
de 1,0 mL/min 

ND* para vazão 
de 0,5 mL/min 

JIMÉNEZ 
PALACIOS et al., 

2005 

 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; a Dado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

a Água : acetonitrila : acetato de sódio 
0,2 M : ácido acético 0,2 M 
(84,6:10:3,2:2,2, v/v/v/v) pH 5,1 

UV 257 Soro de 
ovelha 

1,5 5,01 PATEL; MODY; 
TRADA, 2006 

       
Symmetry® shield 
RP-18 (250 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Metanol : acetato de amônio 20 mM 
(13:87, v/v) 

UV 254 Soro humano 1,0 6,82 CHEN; ZHANG, 
2006 

       
Zorbax® ODS C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Água : acetonitrila : acetato de sódio 
0,2 M : ácido acético 0,2 M 
(84,6:10:3,2:2,2, v/v/v/v) pH 5,1 

UV 257 Soro de 
bezerros 

1,5 5,0 PATEL; 
BHAVSAR; 

THAKER, 2006 
       
Shim-pack® ODS 
C18 (250 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Tampão fosfato 0,025 M (pH 3,0) : 
acetonitrila (89:11, v/v) 

UV 270 Plasma 
humano 

1,0 a HU et al., 2007 

       
Phenomenex® 
ODS3 C18 (200 x 
4,6 mm; 5 µm) e 
Thermo™ C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Acetonitrila : acetato de amônio 20 mM 
(10:90, v/v) ajuste de pH 4,0 com ácido 
acético glacial 

UV 254 Plasma e 
fluido 

cérebro 
espinhal 
humano 

1,0 ND* WANG et al., 2007 

       
Kromasil® C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Água : metanol : acetonitrila (91:5:4, 
v/v/v) 

UV 254 Plasma 
humano 

1,0 a XIA et al., 2007 

 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; a Dado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

µBondasphere C18 
(150 x 3,9 mm; 5 
µm) a 40 °C 

Tampão acetato de amônio 20 mM (pH 
4,0) : acetonitrila (93:7, v/v) 

UV 270 Plasma e 
fluido 

peritoneal 
humano 

1,0 ND* IKAWA et al., 
2007 

       
Supelcosil™ LC-
18 (250 x 4,6 mm; 
5 µm) com pré-
coluna C18 

Tampão acetato 0,075 M (pH 5,0) : 
acetonitrila (92:8, v/v) 

UV 230 Plasma 
humano 

0,8 9,3 VERA LÓPEZ et 
al., 2007 

       
HyperClone™ 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Água bidestilada : metanol (1:1, v/v) UV 260 Leite e soro 
de rato 

1,0 ND* LING; ALCORN, 
2008 

       
Diamonsil® C18 Acetato de amônio 20 mM (ajuste de 

pH 5,0 com ácido acético) : acetonitrila 
(90:10, v/v) 

UV 254 Plasma 
humano 

1,0 a DUAN; XIA; 
GUO, 2008 

       
Onyx™ 
monolithic C18 
(200 x 4,6 mm; 5 
µm) com pré-
coluna Onyx™ 
C18 (50 x 4,6 mm) 

Gradiente: A: Fosfato de potássio 
dibásico 10 mM (ajuste de pH 7,0 com 
ácido fosfórico concentrado) e B: 
metanol 
80% A : 20% B (v/v) 0 min e mantido 
por 3 min 
10% A : 90% B (v/v) 4 min e mantido 
por 2 min 
80% A : 20% B (v/v) 7 min 

UV 254 Plasma e 
fluido de 
diálise 

humano 

1,0 ~ 3,4 FARTHING et al., 
2008 

Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

µBondasphere C18 
(150 x 3,9 mm; 5 
µm) a 40 °C 

Tampão acetato de amônio 20 mM (pH 
4,0) : acetonitrila (93:7, v/v) 

UV 270 Plasma e 
fluido 

peritoneal 
humano 

1,0 ND* HIGUCHI et al., 
2008 

       
Symmetry® C8 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) com pré-
coluna (20 x 4,6 
mm) a 25 °C 

Gradiente: A: Acetonitrila e B: tampão 
fosfato 
5% A : 95% B (v/v) 0 min e mantido 
por 5 min 
50% A : 50% B (v/v) 20 min e mantido 
por 1 min 
5% A : 95% B (v/v) 5 min 

UV 
200 - 400 

Plasma 
humano 

1,0 13,0 DENOOZ; 
CHARLIER, 2008 

       
Zorbax® ODS C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Água : acetonitrila : acetato de sódio 
0,2 M : ácido acético 0,2 M 
(84,6:10:3,2:2,2, v/v/v/v) pH 5,1 

UV 257 Soro de cabra 1,5 5,0 PATANI et al., 
2008 

       
Zorbax® SB-C18 
(150 x 4,6 mm; 5 
µm) com pré-
coluna (12,5 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Acetonitrila : acetato de amônio 30 
mmol/L pH 4,0 (6:94, v/v) 

UV 254 Plasma 
humano 

1,0 a CHEN et al., 2009 

       
ND* Acetonitrila : acetato de amônio 30 

mmol/L (5:95, v/v) pH 7,0 
UV 280 Plasma 

humano 
1,7 ND* IBRAHIM et al., 

2009 
 
 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

XTerra® C18 (250 
x 4,6 mm; 5 µm) 
com pré-coluna 
Phenomenex® (4 
x 3,0 mm; 5 µm) a 
32 °C 

Gradiente: A: Tampão fosfato 40 mM 
(pH 3,2) e B: metanol 
82% A : 18% B (v/v) 0-5 min; 
55% A : 45% B (v/v) 5-15 min; 
45% A : 55% B (v/v) 15-16 min e 
mantido até 21 min; 
82% A : 18% B (v/v) 21-22 min 

DAD 260 Plasma e 
fluido 

amniótico 
fetal humano 

0,85 ~ 5,3 NEMUTLU et al., 
2009 

       
LiChroCART 
Superspher® 100 
RP-18 (125 x 4,0 
mm; 5 µm) com 
pré-coluna C18 (4 
x 4 mm) a 40 °C 

1-octanossulfonato de sódio 5 mM 
(ajuste de pH 3,0 com ácido sulfúrico 
2,5 M) : acetonitrila (79:21, v/v) 

DAD 254 Soro e 
plasma de 
humano 

1,0 1,72 DELATTRE et al., 
2010 

       
Hypersil™ C18 
ODS (250 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Acetonitrila : hidróxido de 
tetrabutilamônio (TBAH) (20:80, v/v) 
em pH 5,0 (ácido ortofosfórico) 

UV 230 Plasma 
humano 

1,5 2,133 ± 0,02 SIDDIQUI et al., 
2010 

       
Aqua™ RP-C18 
ODS (250 x 4,6 
mm; 5 µm) com 
pré-coluna Waters 
C18 

Metanol : tampão acetato 60 mM 
(18:82, v/v) contendo 4 x 10-5 M de  
Hg2(NO3)2 e ajuste de pH 3,5 com 
ácido acético glacial 

UV 263 Plasma e leite 
de cabra 

1,0 8,82 EL-RABBAT et 
al., 2010 

 
 
Continua na próxima página 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Supelco® LC18 
(150 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Borato 0,2 M : metanol (93:7, v/v) UV 260 Plasma 
humano 

ND* ND* CHAPUIS et al., 
2010 

       
Zorbax® 300-SCX 
(50 x 2,1 mm; 5 
µm) 

A: Tampão formiato de amônio 25 mM 
(ajuste de pH 2,79 com ácido fórmico) 
: acetonitrila (95:5, v/v) 
B: Combinação de 500 mM de formiato 
de amônio (pH 2,79) a fase móvel A 
(70:30, v/v) 
De 5% B a 90% B (v) 0-1 min e 
mantido por 0,5 min 
100% B (v) 1,6 min e mantido por 0,4 
min 
De 100% B a 5% B (v) 2,0 min e 
mantido por 1,5 min 

MS-ESI m/z 
481,0 → 86,2 

Plasma de 
rato 

0,5 ~ 1,57 BU et al., 2010 

       
XBridge™ C18 
(30 x 4,6 mm; 2,5 
µm) 

ND* DAD ND* Plasma 
humano 

ND* ND* ROBERTS et al., 
2010 

       
Atlantis® T3 (150 
x 4,6 mm; 5 µm) 
com pré-coluna 
Atlantis® T3 (20 x 
4,6 mm; 5 µm) 

Gradiente: A: ácido fosfórico 10 mM 
(ajuste de pH 2,0 com ácido clorídrico) 
e B: acetonitrila (v/v) 
De 93% - 81% A : 7% - 19% B (v/v) 6 
min 
De 81% - 51% A : 19% - 49% B (v) 6-
16 min 

UV 230 Plasma 
humano 

2,0 2,3 VERDIER et al., 
2011 

Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Unison ODS UK-
C18 (50 x 2,0 mm; 
3 µm) a 30 °C 

Gradiente: A: Formiato de amônio 10 
mM contendo 0,1% de ácido fórmico e 
B: metanol contendo 0,1% de ácido 
fórmico 
95% A : 5% B (v/v) 0-0,5 min 
30% A : 70% B (v/v) 0,5-4,5 min 
30% A : 70% B (v/v) 4,5-8 mim 

LC-MS/MS 
MRM: m/z 

480,9 > 85,9 

Soro humano 0,3 ND* OHMORI et al., 
2011 

       
Onyx™ 
monolithic C18 
(50 x 4,6 mm) 

ND* UV 295 Soro humano ND* ND* CHEATHAM et 
al., 2011 

       
Phenomenex® 

Luna® C18 (250 x 
4,6 mm; 5 µm) a 
40 °C 

Acetato de amônio 25 mM (ajuste de 
pH 4,0 com ácido acético glacial) : 
acetonitrila com metanol 50:50, v/v 
(86:14, v/v) 

UV 257 Aditivo 
nutricional 
total (TNA) 

0,9 5,4 IQBAL et al., 2012 

       
ELITE 
Hypersil™ BDS 
C18 a 30 °C 

Metanol : tampão fosfato (20:80, v/v) UV 257 Plasma 
humano 

1,0 a PENG; ZHANG; 
GUO, 2012 

       
OmniSpher™ C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Gradiente: A: Água contendo 10 mM 
de K2HPO4 e B: metanol 
80% A : 20% B (v/v) 0-3 min 
10% A : 90% B (v/v) 2 min 
80% A : 20% B (v/v) 7 min 

UV 254 Leite humano 1,0 ND* BARBOSA et al., 
2012 

 
 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Matriz (es) Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Thermo™ ODS 
C18 (250 x 4,6 
mm) 

Água : acetonitrila : acetato de sódio 
0,2 M : ácido acético 0,2 M 
(84,6:10:3,2:2,2, v/v/v/v) pH 5,1 

UV 257 Soro de cabra 1,5 ND* PATEL et al., 
2012a 

       
Thermo™ ODS 
C18 (250 x 4,6 
mm) 

Água : acetonitrila : acetato de sódio 
0,2 M : ácido acético 0,2 M 
(84,6:10:3,2:2,2, v/v/v/v) pH 5,1 

UV 257 Soro de 
ovelha 

1,5 ND* PATEL et al., 
2012b 

       
Acquity® HSS T3 
(50 x 2,1 mm; 1,7 
µm) com pré-
coluna Acquity® 
BEH C18 (5 x 2,1 
mm; 1,7 µm) a 40 
°C 

Gradiente: A: Tampão acetato de 
amônio / ácido acético 1 mM : 
Acetonitrila (95:5, v/v) 
B: Acetonitrila (v) 
100% A 0-1 min; 
Aumento linear de B até 21% 1-2 min 
99% B 3 min 
100% A 4 min 

UPLC-
MS/MS 

MRM: m/z 
481,1 > 323,7 

Plasma 
humano 

0,6 ND* COLIN et al., 2013 

       
YMC® ODS AQ 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) com pré-
coluna 
Phenomenex® C18 
(4 x 3 mm) a 35 °C 

Gradiente: A: Acetonitrila e B: tampão 
fosfato 0,05 M pH 3,8 
8% A : 92% B (v/v) 0 min 
10,3% A : 89,7% B (v/v) 0-7 min 
22% A : 78% B (v/v) 7-7,1 min e 
mantido até 12 min 
30% A : 70% B (v/v) 12-12,1 min 
35% A : 65% B (v/v) 12,1-15 min e 
mantido até 18 min 
8% A : 92% B (v/v) 18-18,1 min e 
mantido até 21 min 

DAD 260 Soro humano 1,2 6,22 WOLFF et al., 
2013 

Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito 
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Tabela 1 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em matriz biológica 
 

Coluna Fase Móvel Detecção 
(nm) 

Matriz (es) Vazão 
(mL/min) 

Tempo de 
Retenção (min) 

Referência 

Shim-pack® C18 
(50 x 2,0 mm; 2 
µm) com pré-
coluna 
Phenomenex® C18 
(4 x 3 mm; 5 µm) 
a 30 °C 

Gradiente: A: Tampão fosfato 40 mM 
(pH 3,2) e B: metanol 
94% A : 6% B (v/v) 0-2,3 min 
80% A : 20% B (v/v) 2,3-2,4 min e 
mantido até 5,0 min 
94% A : 6% B (v/v) 5,0-5,1 min 

DAD 260 Plasma de 
mulheres 
grávidas e 

não grávidas 

0,3 ~ 2,8 DOĞAN et al., 
2013 

       
Thermo™ C18 
(250 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Acetonitrila : acetato de amônio 20 mM 
ajuste de pH 4,0 com ácido acético 
glacial (10:90, v/v) 

UV 254 Plasma e 
fluido 

cérebro 
espinhal 
humano 

1,0 ND* HUANG et al., 
2014 

       
Kromasil® C8 
(150 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Ácido pentano sulfônico 0,02% (pH 
3,0) : acetonitrila (63:47, v/v) 

UV 219 Plasma 
humano 

1,5 ND* DHARUMAN; 
VASUDEVAN, 

2014 
       
Acquity® BEH 
C18 (100 x 2,1 
mm; 1,7 µm) a 30 
°C 

Gradiente: A: metanol e B: ácido 
fórmico 0,01% 
20% A : 80% B (v/v) 0 min e aumento 
linear para 100% A em 3,5 min e 
mantido por 1,0 min e retorno para as 
condições iniciais em 0,5 min 
50% A : 50% B (v/v) 6,0 min 

UPLC-
MS/MS 

MRM: m/z 
481,4 > 396,3 

Urina, soro, 
fluido 

cérebro 
espinhal e 
aspirado 

brônquico 
humano 

0,3 0,93 - 1,02 CAZORLA-
REYES et al., 2014 

*ND: Dado não descrito 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 2- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em formas farmacêuticas 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

Brownlee-Perkin Elmer® 
Phenyl (100 x 4,6 mm; 5 
µm) 

Água : acetonitrila (94,5:5,5, v/v) 
contento ácido pentano sulfônico 
0,015 M; ajuste de pH 3,4 com ácido 
acético glacial e depois pH 4,0 com 
hidróxido de potássio 45% 

UV 280 1,5 6,9 MADDOX; STEWART, 
1999 

      
LiChrosorb® ODS RP-18 
(250 x 4 mm; 10 µm) 
 

A: água : acetonitrila (75:25, v/v) pH 
ajustado com ácido fosfórico em 
valores entre 2 a 6 
B: acetonitrila e tampão universal 
(10:90, v/v). Tampão Universal: 
volumes iguais de ácido fosfórico 0,1 
M, ácido acético 0,1 M, e ácido bórico 
0,1 M. pH ajustado com ácido 
fosfórico em valores entre 2,5 e 7,5 

UV 300 1,0 ND* PISTOS; TSANTILI-
KAKOULIDOU; 

KOUPPARIS, 2003 

      
C18 (250 x 4,6 mm; 5 µm) Acetonitrila 0,015 M : 

pentanossulfonato de sódio (9:91, 
v/v) (pH 4,0) 

UV 258 0,8 a YAN et al., 2004 

      
C18 (250 x 4,6 mm; 5 µm) A: dihidrogeno fosfato de amônio 

0,005 M : acetonitrila (93:7, v/v) 
B: dihidrogeno fosfato de amônio 
0,005 M : acetonitrila (70:30, v/v) 

UV 257 a a WANG, 2005 

      
Lichrosorb® RP-18 ODS 
(250 x 4 mm; 10 µm)  

Metanol : tampão fosfato 100 mM 
(20:80, v/v) (pH 3,0) 

UV 260 ND* ND* KOUFOPOULOU, et al. 
2006 

      
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 2 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em formas farmacêuticas 
 

Coluna Fase Móvel Detecção 
(nm) 

Vazão 
(mL/min) 

Tempo de 
Retenção (min) 

Referência 

µBondapak™ C18 (300 x 
3,9 mm; 10 µm) 

Água : acetonitrila (94,5:5,5, v/v) 
contendo 0,015 M de ácido 
pentanossulfônico e ajuste de pH 4,0 
com ácido acético glacial 

UV 280 1,5 6,9 NOLIN; LAMBERT; 
OWENS JR, 2006 

      
Hypersil™ ODS Acetonitrila : pentanossulfonato de 

sódio 
UV 215 1,0 a GUO; YUE, 2006 

      
Kromasil® C18 (250 x 4,6 
mm; 5 µm) 

Pentanossulfonato de sódio : 
acetonitrila (96:4, v/v) 

UV 254 1,0 a ZHANG et al., 2008 

      
C18 a Pentanossulfonato de sódio (pH 3,4 

com ácido acético glacial, e em 
seguida ajuste do pH 4,0 com 0,1 M 
hidróxido de sódio) (950:50, v/v) 

a a a TIEGANG, 2009 

      
Eclipse® XDB–C18 (250 x 
4,6 mm; 5 µm) com pré-
coluna Zorbax® SB–C18 
(12,5 x 4,6 mm; 5 µm)  

Metanol : acetato de sódio 0,02 M 
(30:70, v/v) 

UV 260 1,0 6 - 8,5 JIANG; WANG; JI, 2010 

      
Hypersil™ C18 ODS (250 
x 4,6 mm; 5 µm) 

Acetonitrila : hidróxido de 
tetrabutilamônio (TBAH) (20:80, v/v) 
em pH 5,0 (ácido ortofosfórico) 

UV 230 1,5 2,133 ± 0,02 SIDDIQUI et al., 2010 

 
 
Continua na próxima página; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 2 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em formas farmacêuticas 
Coluna Fase Móvel Detecção 

(nm) 
Vazão 

(mL/min) 
Tempo de 

Retenção (min) 
Referência 

C18 (250 x 4,6 mm; 5 µm) Metanol : água (70:30, v/v)  UV 250 0,8 a JANE; PRASHANT; 
SUBRAHMANYAM, 

2010 
      
XTerra® MS C18 (150 x 
2,1 mm; 5 µm) 
HILIC - Click β-CD (150 
x 2,1 mm; 5 µm) e 
Atlantis® Silica (100 x 2,1 
mm; 5 µm) a 30 °C 

Gradiente: A: formiato de amônio 10 
mM (pH 6,8) e B: acetonitrila : 
formiato de amônio 100 mM (90:10, 
v/v) em pH 6,8 
(v/v ) - 90% A : 60% B em 20 min  
100% A : 70% B em 15 min, 70% B 
em 10 min  
88% A : 65% B em 20 min, 65% B 
em 10 min 
100% A : 75% B em 20 min, 75% B 
em 10 min 

UV 254 0,2 ND* LIU et al., 2011 

      
µBondapak® C18 (250 x 
4,6 mm; 10 µm) 

Fosfato de potássio monobásico (50 
mM, pH 4,6) : acetonitrila (80:20, v/v) 

UV 254 1,0 4,66 ELKADY; ABBAS, 
2011 

      
Gemini® RP-C18 (250 x 
4,6 mm; 5 µm) com pré-
coluna a 25 °C 

Tampão acético (0,015 M sal de ácido 
sulfônico 1-pentano sódio levado 
para pH 3,4 com ácido acético glacial 
e, em seguida, para pH 4,0 com 45% 
hidróxido de potássio) : acetonitrila 
(940:60, v/v) (pH 4,0) 

UV 254 1,5 10,990 KODYM et al., 2011 

 
 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 2 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em formas farmacêuticas 
 
 
 

Coluna Fase Móvel Detecção 
(nm) 

Vazão 
(mL/min) 

Tempo de 
Retenção (min) 

Referência 

Sephadex® G-10 (400 x 
13,0 mm) 

A: Tampão fosfato 0,01 M (pH 7,0) 
B: Água 

UV 254 1,0 a NING; YIJUN, 2011 

      
L1 (300 x 3,9 mm; 5 µm) 1-pentanossulfonato de sódio em pH 

3,4 (ácido acético glacial) e, em 
seguida, para pH 4,0 (hidróxido de 
potássio) : acetonitrila (94:6, v/v) 

UV 254 2,0 4,940 SINGH; SHAH; 
BHARTI, 2011 

      
C18 (250 x 25 mm, 25 
µm) 

Água : acetonitrila (90:10, v/v) UV 212 1,0 6,23 VIMAL, 2012 

      
Hypersil™ C18 (150 x 4,6 
mm; 5µm) a 20 ± 1 °C 

Água : acetonitrila (94:6, v/v) 
contendo 1-pentanossulfonato de 
sódio (2,88 mg/mL) em pH 3,4 (ácido 
acético glacial) 

UV 254 1,5 4,705 KHAN; IQBAL; 
KHATTAK, 2012 

      
C18 (250 x 4,6 mm) Água : acetonitrila (90:10, v/v) UV 255 1,0 ND* TORRES et al., 2012 

 
 
 
Continua na próxima página; *ND: Dado não descrito; aDado não disponível (acesso apenas ao abstract) 
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Tabela 2 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em formas farmacêuticas 
 

Coluna Fase Móvel Detecção 
(nm) 

Vazão 
(mL/min) 

Tempo de 
Retenção (min) 

Referência 

Symmetry® C18 (75 x 4,61 
mm; 3,5 µm) a 35 °C 

 

Gradiente: A: Tampão : acetonitrila 
(850:150, v/v) e B: Tampão : 
acetonitrila (250:750, v/v) 
Tampão: 13,2 mL de solução aquosa 
a 40% de hidróxido de 
tetrabutilamônio (TBAH) em 4000 
mL água purificada em pH 6,8 (ácido 
ortofosfórico) 
100% A : 0% B (v/v) 0 min  
100% A : 0% B (v/v) 6 min 
85% A : 15% B (v/v) 18 min 
60% A : 40% B (v/v) 40 min 
100% A : 0% B (v/v) 45 min  
100% A : 0% B (v/v) 50 min 

UV 215 - 254 1,0 0,95 TRIVEDI; KSHTRI; 
PATEL, 2013 

      
Inertsil® ODS 3V  
(150 x 4,6 mm; 5 µm) 

Gradiente: A: 0,08 M de acetato de 
amônio em 1000 mL de água com pH 
ajustado para 3,0 com ácido 
ortofosfórico diluído e B: água : 
acetonitrila (50:50, v/v) 
80% A : 20% B (v/v) 0 min 
50% A : 50% B (v/v) 3 min 
30% A : 70% B (v/v) 5 min 
30% A : 70% B (v/v) 10 min 
80% A : 20% B (v/v) 11 min 
80% A : 20% B (v/v) 15 min 

UV 220 0,8 3,722 NEELIMA et al., 2013 

 
Continua na próxima página 
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Tabela 2 (continuação)- Métodos de CLAE para a determinação de cefepima em formas farmacêuticas 
 

Coluna Fase Móvel Detecção 
(nm) 

Vazão 
(mL/min) 

Tempo de 
Retenção (min) 

Referência 

PrincetonSPHER-100 C18 
(250 x 4,6 mm; 5 µm) 

Tampão fosfato monopotássico 25 
mM (pH 6,2) : acetonitrila (94:6, v/v) 

UV 210 1,0 9,973 TAMBOLI; PATIL, 
2013 

      
Symmetry® ODS C18 
(150 x 4,6 mm; 5 µm) 

Tampão fosfato monopotássico (3,4 g 
em 1000 mL de água; pH 2,4) : 
metanol : acetonitrila (90:5:5, v/v/v) 

DAD 260 1,1 2,241 SUNITHA et al., 2013 

      
Sunfire™ C18 (50 x 4,6 
mm; 5 µm) a 30 °C 

Tampão fosfato monopotássico 0,02 
M : acetonitrila (95:5, v/v) pH 3,0 

UV 220 0,8 2,243 BHAVANA et al., 2013 

      
Inertsil® ODS C18 (250 x 
4,6 mm; 5 µm) 

Tampão fosfato monopotássico 25 
mM (pH 3,0) : acetonitrila (60:40, 
v/v) 

UV 226 1,0 3,140 MARRAPU et al., 2013 

      
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 3- Análises qualitativas apresentadas nos compêndios oficiais para CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 
 

Testes Farmacopeicos Qualitativos 

Característica Identificação Referências 

Aspecto: Pó branco a amarelado claro. 

Solubilidade: Facilmente solúvel em água e metanol, 
ligeiramente solúvel em etanol e praticamente insolúvel em éter. 

pH: Solução a 10% em água - pH de 4,0 a 6,0. 

A. Teste colorimétrico utilizando as soluções 
de cloreto de hidroxilamônio, hidróxido de 
sódio, ácido clorídrico e cloreto férrico (III)   

B. Espectrofotometria de absorção no UV-VIS 

JP, 2011 

Aspecto: Branco ou quase branco, cristalino, sólido não 
higroscópico. 

Solubilidade: Facilmente solúvel em água. 

A. Cromatografia em camada delgada 

 
USP 37, 2014 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 4- Análises quantitativas apresentadas nos compêndios oficiais para CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 
 

Testes Farmacopeicos Quantitativos 
Método Coluna Fase Móvel Condições Sistema de detecção (nm) Referências 
CLAE C18 (300 x 

3,9 mm; 10 
µm) 

Acetonitrila : Solução A (50:950) 
v/v 
 
Solução A: 1-pentanossulfato de 
sódio (261 g em 100 mL) para pH 
3,4 com ácido acético, depois pH 
ajustado para 4,0 com hidróxido de 
potássio (13 g em 20 mL). 

Vazão: Ajustar a vazão de 
modo que o tempo de 
retenção da cefepima seja 
cerca de 8 min 
 
Injeção: 10 µL 
 
Temperatura: 40 °C 

UV 254 JP, 2011 

CLAE C18 (250 x 
4,6 mm; 5 
µm) 

Solução A: 0,68 mg/mL de fosfato 
de potássio monobásico em água. 
Solução B: Acetonitrila : Solução 
A (1:9, v/v), ajuste de pH 5,0 com 
2% de ácido fosfórico ou 2% de 
hidróxido de potássio. 
Solução C: Acetonitrila : Solução 
A (1:1, v/v), ajuste de pH 5,0 com 
2% de ácido fosfórico ou 2% de 
hidróxido de potássio. 
Gradiente: 
100% B : 0% C - 0 min 
100% B : 0% C - 10 min 
50% B : 50% C - 30 min 
50% B : 50% C - 35 min 
100% B : 0% C - 36 min 
100% B : 0% C - 45 min 

Vazão: 1 mL/min 
 
Injeção: 10 µL 

UV 254 USP 37, 2014 

 
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Pesquisas envolvendo métodos analíticos são fundamentais e altamente relevantes para 

otimizar e inovar sua análise na indústria, bem como garantir a qualidade do produto já 

comercializado. 

Os métodos reportados da literatura apresentam formas distintas para análise de CEF, 

no entanto para que possam ser empregados para este propósito devem-se considerar os pontos 

positivos e os negativos de sua viabilidade. Todavia, determinados métodos demonstraram ser 

pouco seletivos, complexos, demorados, sendo alguns de alto investimento para as análises. 

A Farmacopeia Americana 37a ed. (USP 37, 2014) e a Japonesa 16a ed. (JP, 2011) 

descrevem, pelo método de CLAE, a quantificação de cloridrato de cefepima na forma pura 

(IFA) e em produtos farmacêuticos, utilizando fases móveis com soluções tamponantes e 

acetonitrila apresentadas na Tabela 4. Por outro lado, a Farmacopeia Britânica (BP, 2012) 

descreve também a quantificação por CLAE, mas somente para o IFA do cloridrato de cefepima 

e utiliza como fase móvel acetonitrila: diidrogenofosfato de potássio, hidróxido de potássio, pH 

5,0, pouco similar aos outros dois compêndios. Dessa maneira, o desenvolvimento de novos 

métodos analíticos ou mesmo a otimização de métodos existentes, como neste caso, se faz 

necessário sempre que se perceba o uso desnecessário de materiais e solventes, desgaste de 

equipamentos, solventes tóxicos e geração excessiva de resíduos. 

 

3.4. Validação de métodos analíticos 

 

 A validação de método analítico é um aspecto primordial da garantia da qualidade 

analítica e vem se destacando na literatura, devido apresentar parâmetros associados à 

adequabilidade do método para o qual foi pretendido (FDA, 2000; BARROS, 2002; RIBANI, 

2004; ICH, 2005; USP 37, 2014). Neste contexto, deve ser um processo sistematicamente 

planejado, organizado e executado, envolvendo o desenvolvimento, estudos de pré-validação 

e, por fim, a validação do método (BLIESNER, 2006). 

 Os guias utilizados para a validação, tais como, ICH, ISO, ANVISA, INMETRO e USP 

37 descrevem que a validação de um método analítico é parte fundamental para que o produto 

tenha assegurada a sua qualidade (ISO, 1999; BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2011; 

USP 37, 2014). Na Resolução RE nº 899 é apresentado o guia para validação de métodos 

analíticos e bioanalíticos, o qual descreve que a validação por meio de estudos experimentais 

assegure a confiabilidade dos resultados, através de exigências das aplicações analíticas 

(BRASIL, 2003). Deste modo, o método deve apresentar seletividade, linearidade, precisão, 

limite de quantificação, limite de detecção, robustez e exatidão adequadas à análise. 
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 Os métodos analíticos podem ser classificados em quatro categorias, segundo sua 

finalidade (BRASIL, 2003; USP 37, 2014):  

 

Categoria I: Testes quantitativos para a determinação da substância ativa em produtos 

farmacêuticos ou matérias-primas. 

 

Categoria II: Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinação de impurezas e 

produtos de degradação em produtos farmacêuticos e matérias-primas. 

 

Categoria III: Testes de performance (por exemplo: dissolução, liberação do ativo). 

 

Categoria IV: Testes de identificação. 

 

 

 Para cada categoria de métodos analíticos é exigido um conjunto de testes, conforme 

descritos no Quadro 1. 

 

Quadro 1- Ensaios necessários para a validação do método analítico, segundo sua finalidade. 

 

Parâmetro 
Categoria 

I 

Categoria II 
Categoria 

III 
Categoria 

IV Quantitativo Ensaio 
Limite 

Especificidade Sim Sim Sim * Sim 

Linearidade Sim Sim Não * Não 

Intervalo Sim Sim * * Não 

Precisão 
Repetibilidade Sim Sim Não Sim Não 

Intermediária ** ** Não ** Não 

Limite de detecção Não Não Sim * Não 

Limite de quantificação Não Sim Não * Não 

Exatidão Sim Sim * * Não 

Robustez Sim Sim Sim Não Não 
* pode ser necessário, dependendo da natureza do teste específico;  
** se houver comprovação da reprodutibilidade não é necessária a comprovação da precisão 
intermediária. 
 

Fonte: BRASIL, 2003. 
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 Os parâmetros da validação são apresentados abaixo de acordo com a Resolução RE nº 

899 (BRASIL, 2003): 

 

 Especificidade e Seletividade: O método é específico ou seletivo quando possui 

capacidade de medir exatamente uma substância em presença de outros componentes, tais como 

impurezas, produtos de degradação e elementos da matriz. 

 

 Linearidade: A linearidade representa a capacidade de um método analítico em 

demonstrar que seus resultados são diretamente proporcionais à concentração do analito na 

amostra, dentro de uma faixa especificada. 

 

 Precisão: A precisão de um método é representada através da proximidade dos 

resultados obtidos em análises individuais de uma mesma amostra homogênea, em idênticas 

condições de ensaio. Existem três maneiras para se avaliar a precisão, sendo pela repetibilidade, 

precisão intermediária e reprodutibilidade. Na repetibilidade a sua determinação é realizada por 

meio de várias análises, nas mesmas condições em curto intervalo de tempo. A precisão 

intermediária expressa o efeito das variações devido a eventos como diferentes dias, analistas 

ou equipamentos. Por outro lado, a reprodutibilidade de um método é avaliada em diferentes 

laboratórios, como parte de estudo colaborativo. A precisão expressa como resultado o desvio 

padrão relativo - DPR, apresentado na Equação 1. 

 

 

!"# = 	 !"
&é()* 	x	100 

Equação 1 

 

Em que: 

DP = Desvio Padrão 

Média = média dos valores obtidos 

 

 

 Limite de detecção: Através das condições experimentais estabelecidas, o limite de 

detecção não consegue quantificar, mas detecta a menor quantidade do analito presente em uma 

amostra. 
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 Limite de quantificação: Através das condições experimentais estabelecidas, o limite 

de quantificação é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada 

com precisão e exatidão aceitáveis. 

 

 Exatidão: A exatidão de um método é a proximidade dos resultados obtidos pelo 

método em estudo em relação ao valor verdadeiro. A exatidão pode ser calculada de várias 

formas, dependendo do objetivo da análise, que poderá ser: análise de fármacos, análise de 

formas farmacêuticas e análise de impurezas. 

 

 Robustez: É a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variações 

dos parâmetros analíticos. Indica sua confiança durante o uso normal. 

 

 Os dados obtidos após um processo de validação devem ser avaliados através de análises 

estatísticas. Trata-se de ferramentas essenciais que geram fundamentos científico-matemáticos 

aos resultados obtidos, dentre elas se pode citar a análise de variância (ANOVA) e o teste t 

Student (LA ROCA et al., 2007).  

 No processo de validação analítica, os estudos estatísticos dos dados gerados são de 

suma importância, garantindo a conformidade com as exigências regulatórias e evitando falsas 

conclusões nos estudos realizados. 

Apesar da comprovada eficácia e segurança no seu uso, a cefepima, até o momento, 

possui apenas um método de análise padronizado em compêndios oficiais. Destaca-se a 

importância e a repercussão deste estudo na obtenção de métodos simples, atuais e inovadores, 

uma vez que não são encontrados em compêndios oficiais. Desta forma, para garantir que os 

métodos desenvolvidos atendam às exigências das aplicações analíticas, foram realizadas as 

validações, com a determinação de parâmetros como especificidade, linearidade, precisão, 

exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005; 

USP 37, 2014). Os resultados obtidos, utilizando os métodos propostos, foram comparados 

entre si estatisticamente, através de análise de variância (ANOVA). 
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4. ASPECTOS GERAIS DO FÁRMACO 

 

Nome genérico: Cloridrato de cefepima 

 

Nome químico: 1-[[(6R,7R)-7-[2-(2-amino-4-tiazolil)-gioxilamida]-2-carboxi-8-oxo-5-tio-

azabiciclo [4.2.0] oct-2-en-3-il]metil]-1-metilpirrolidina cloreto, 72-(Z)-(O-metiloxima), 

monocloridrato, monoidratado 

 

Fórmula química: C19H25ClN6O5S2·HCl·H2O 

 

Massas moleculares da cefepima e do cloridrato de cefepima: 480,56 g/mol e 571,50 g/mol, 

respectivamente. 

 

Propriedades físico-químicas: Apresenta-se na forma de pó cristalino branco ou quase branco, 

não higroscópico; é facilmente solúvel em água e metanol, ligeiramente solúvel em etanol e 

praticamente insolúvel em éter (JP, 2011; USP 37, 2014).  

 

Categoria: Antimicrobiano  

 

Classe: Cefalosporina de quarta geração  

 

pH: De 4 a 6.  

 

pKa: Os valores de pKa de CEF foram citados na literatura, sendo para pKa ácido 1,3 e 1,5 e 

para alcalino 3,1; 3,2; 3,03 e 3,36 (PISTOS; TSANTILI-KAKOULIDOU; KOUPPARIS, 

2003). Outros trabalhos citam para pKa ácido o valor 1,12 e para alcalino 3,07 (MRESTANI et 

al., 1998; EVAGELOU; TSANTILI-KAKOULIDOU; KOUPPARIS, 2003; KOUFOPOULOU 

et al., 2006). 

 

Comercialização de cefepima no Brasil: No Brasil o CEF é comercializado como cloridrato 

de cefepima (genérico) pelos Laboratórios AB Farmoquímica, Antibióticos do Brasil Ltda 

(ABL), Aurobindo Pharma, Eurofarma, Novafarma e Ranbaxy, Cefepen® pelo Laboratório 

Cellofarm, Cemax® pelo Laboratório BioChimico, Clocef® pelo Laboratório Teuto, Maxcef® 
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pelo Laboratório Bristol-Myers Squibb e Unifepim® pelo Laboratório União Química 

(SWEETMAN, 2009). 

 

Comercialização de cefepima no mundo: África do Sul: Maxipime®; Alemanha: 

Maxipime®; Argentina: Cefimen-K®; Maxcef®; Rivepime®; Austrália: Maxipime®; Áustria: 

Maxipime®; Bélgica: Maxipime®; Canadá: Maxipime®; Chile: Maxipime®; Dinamarca: 

Maxipime®; Espanha: Maxipime®; EUA: Maxipime®; Filipinas: Cepimax®; Finlândia: 

Maxipime®; França: Axepim®; Grécia: Anticepim®; Gencef®; Maxinject®; Maxipime®; 

Verapime®; Zefipime®; Hong Kong: Maxipime®; Hungria: Maxipime®; Índia: Biopime®; 

Ceficad®; Forpar®; Indonésia: Exepime®; Maxicef®; Maxipime®; Procepim®; Sandocef®; 

Irlanda: Maxipime®; Israel: Maxcef®; Itália: Cepim®; Cepimex®; Maxipime®; Malásia: 

Maxipime®; México: Maxipime®; Nova Zelândia: Maxipime®; Polônia: Maxipime®; 

Portugal: Maxipime®; República Tcheca: Maxipime®; Rússia: Maxipime® (Максипим); 

Singapura: Maxipime®; Suécia: Maxipime®; Suíça: Maxipime®; Tailândia: Maxipime®; 

Turquia: Maxipime®; Venezuela: Maxipime® (SWEETMAN, 2009). 

 

4.1. Substância química de referência (SQR) 

 

No decorrer do estudo foi utilizado o padrão secundário de cloridrato de cefepima como 

substância de referência, com teor declarado de 95,83% (validade 09/2014). 

 

4.2. Forma farmacêutica 

 

 Foram utilizadas amostras comerciais de CEF (genérica) na forma farmacêutica pó 

liofilizado para solução injetável em frasco ampola contendo 1 g de substância ativa (validade 

09/2015). Todos os produtos utilizados no trabalho (SQR e a forma farmacêutica) foram 

gentilmente doados pelo laboratório ABL Antibióticos do Brasil Ltda. (Cosmópolis-SP). 

 

4.3. Diluentes da forma farmacêutica 

 

O cloridrato de cefepima em pó liofilizado deve ser reconstituído em água estéril para 

injeção, solução injetável de glicose a 5% ou soro fisiológico a 0,9% nas vias intravenosa e 

intramuscular, e em água bacteriostática para injeção com parabenos ou álcool benzílico 

somente na via intramuscular (MAXCEF®, 2013). 
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5. ANÁLISE QUALITATIVA 

 

5.1. Características físicas 

 

5.1.1. Método 

 

 A CEF forma farmacêutica em pó liofilizado para solução injetável, descrita no item 

4.2, foi avaliada visualmente em relação ao aspecto, cor e odor. 

 

5.1.2. Resultados e discussão 

 

 A análise demonstrou que a CEF apresenta-se sob a forma de pó cristalino branco 

inodoro e não higroscópico. A solução reconstituída em água purificada é límpida, incolor e 

inodora. Assim, a análise está de acordo com as especificações encontrada na literatura e a 

citada pelo fabricante (SWEETMAN, 2009; EP, 2011; JP, 2011; BP, 2012; USP 37, 2014). 

 

5.2. Determinação do peso médio 

 

 A determinação do peso médio bem como a investigação da variação de peso servem 

como indicativos importantes nas unidades de um determinado lote de produto farmacêutico 

para averiguar não só a homogeneidade, mas também a variação do teor da substância ativa 

(SAKR et al., 1972; ZAID et al., 2012). 

 Para este ensaio devem ser seguidos os limites de variação descritos na Farmacopeia 

Brasileira, onde são aceitos não mais do que duas unidades fora desses limites, entretanto, 

nenhuma poderá exceder ou estar abaixo do dobro das porcentagens especificadas 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O limite de variação de peso permitido para a CEF 

pó liofilizado para solução injetável é de ± 10,0% conforme recomendações da Farmacopeia 

Brasileira (2010). 

 

5.2.1. Material 

 

 A determinação do peso médio da amostra de pó liofilizado para solução injetável de 

cefepima foi feita em balança analítica modelo H51 (Mettler Toledo, Suíça). 
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5.2.2. Método 

 

 O método empregado para a determinação do peso médio é o mesmo descrito na 

Farmacopeia Brasileira (2010). Vinte unidades de frascos-ampola foram limpas externamente 

e os lacres metálicos retirados para a pesagem de todas as unidades, individualmente. Após a 

pesagem, os frascos foram abertos para a retirada do conteúdo e foram lavados utilizando água 

e em seguida etanol. Os recipientes foram secos a 105 °C por uma hora, esfriados em dessecador 

e submetidos à pesagem novamente.   

 

5.2.3. Resultados e discussão 

 

 O valor do peso médio (g) obtido das 20 unidades de frascos-ampola de CEF pó 

liofilizado para solução injetável é apresentado na Tabela 5. Na Figura 3 pode se observar a 

variação do peso (g) apresentada por cada um dos vinte frascos pesados. 
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Tabela 5- Peso médio de vinte unidades de frascos-ampola de cefepima 

 

Unidades Recipiente 
cheio (g) 

Recipiente 
vazio (g) 

Diferença de 
peso (g) Peso médio (g) DPR%a 

1 32,5207 30,4590 2,0617 

2,0620 1,08 

2 32,5379 30,5271 2,0108 
3 32,2964 30,2234 2,0730 

4 32,4722 30,3994 2,0728 

5 32,2970 30,2118 2,0852 

6 32,5374 30,5266 2,0108 
7 32,4771 30,4146 2,0625 

8 31,8269 29,7645 2,0624 

9 32,6030 30,5279 2,0751 
10 32,0422 29,9702 2,0720 

11 32,5545 30,5307 2,0238 

12 32,3481 30,2823 2,0658 

13 31,9174 29,8608 2,0566 
14 32,2998 30,2152 2,0846 

15 32,5601 30,4917 2,0684 

16 32,0449 29,9937 2,0512 
17 31,9388 29,8589 2,0799 

18 32,4367 30,3650 2,0717 

19 31,9528 29,8845 2,0683 
20 32,3803 30,2970 2,0833 

aDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 3- Variação do peso médio de vinte unidades de frascos-ampola de cefepima.  
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

  

 

 O limite de variação pré-estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (2010) para esta 

determinação é de ± 10,0%, tendo em vista que o peso médio é superior a 40 mg, conforme os 

critérios de avaliação da determinação do peso para formas farmacêuticas sólidas em dose 

unitária. Deste modo, o valor do peso de cada frasco apresentado não excedeu 2,2682 g e nem 

esteve abaixo de 1,8558 g, estando todos dentro do limite estabelecido. O desvio padrão relativo 

apresentou valor de 1,08%, dentro das especificações. 

 

5.3. Determinação do ponto de fusão 

 

 O ponto de fusão de uma substância é a temperatura na qual esta passa da fase sólida 

para líquida, e é confirmado pelo desaparecimento da fase sólida (FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 2010).  

 Esta análise é frequentemente utilizada na caracterização de um composto, por se tratar 

de um método simples, econômico e rápido, possuindo também a característica de indicativo 

de pureza, quando comparada a padrões de referência. O fato de a amostra conter uma pequena 

quantidade de impureza faz com que haja uma diminuição do ponto de fusão ou o alargamento 

da faixa de fusão de uma determinada substância (GRAHAM, 1995). 
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5.3.1. Material 

  

 O ponto de fusão foi avaliado na SQR e na amostra. Foi utilizado para a análise o 

equipamento Stuart Scientific SMP3 (Staffordshire, UK) e tubos capilares de vidro com 7,5 cm 

de comprimento e 1,6 mm de espessura. 

  

5.3.2. Método 

 

 O método utilizado para determinação do ponto de fusão foi o capilar. A CEF SQR e a 

CEF amostra foram previamente dessecadas a 105 °C por uma hora e introduzidas nos tubos 

capilares, onde uma das extremidades do tubo estava selada, depois foram compactadas ao final 

do tubo contendo de 3,0 a 4,0 mm de altura. Desta forma, os capilares foram colocados 

verticalmente no equipamento automático Stuart Scientific, a taxa de aquecimento para o 

método foi de 1,0 °C por minuto, permanecendo até 10,0 °C após a completa fusão do fármaco 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 

  

5.3.3. Resultados e discussão 

 

 Como é possível observar na Tabela 6, os valores obtidos do ponto de fusão para CEF 

SQR e CEF amostra foram 202,6 °C e 186,8 °C, respectivamente, sendo que cada ensaio 

apresenta a média de três determinações simultâneas realizadas em dias distintos. A fusão do 

CEF SQR teve início e pode ser visualizada por volta de 196,0 °C, já a CEF amostra teve início 

por volta de 180,0 °C, ambos apresentaram fusão com decomposição. 

 
Tabela 6- Valores obtidos do ponto de fusão de CEF SQR e CEF amostra 
 

Ensaioa SQR Amostra 
1 202,5 187,2 
2 202,8 185,8 
3 202,4 187,4 

Média 202,6 186,8 
DPb 0,208 0,872 

DPRc 0,10 0,47 
aCada ensaio é a média de três determinações em dias diferentes; 
bDP= Desvio Padrão; 
cDPR= Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Os valores obtidos para o ponto de fusão não foram comparados com valores oficiais, 

devido à inexistência deste dado nos compêndios que descrevem o fármaco estudado 

(SWEETMAN, 2009; EP, 2011; JP, 2011; BP, 2012; USP 37, 2014). Os diferentes 

comportamentos apresentados entre CEF SQR e CEF amostra para os valores de ponto de fusão 

são decorrentes da presença do adjuvante L-arginina em CEF amostra, resultando no valor 

abaixo ao apresentado pelo CEF SQR. Na Figura 4 pode se observar os tubos capilares antes e 

após a realização do ponto de fusão. 

 
Figura 4- Ponto de fusão de CEF pó liofilizado para solução injetável antes (A) e após a fusão (B). 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.4. Determinação da umidade 

 

 A determinação da umidade visa verificar a quantidade de substâncias voláteis de 

qualquer natureza presente em amostras. O ensaio foi realizado conforme descrito na 

Farmacopeia Brasileira (2010). 

 

5.4.1. Material 

 

 Para a determinação da umidade foi utilizado CEF amostra, descrita no item 4.2, sendo 

realizada em analisador de umidade por infravermelho Gehaka®, modelo IV-2000, possuindo 
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balança com aquecimento por radiação infravermelha, que permite avaliar a umidade da 

amostra. 

  

5.4.2. Método 

 

 A umidade da amostra de cloridrato de cefepima foi determinada pelo analisador de 

umidade por infravermelho, que consiste em secar o fármaco em temperatura apropriada 

(normalmente 105 °C) por um determinado período de tempo (normalmente 1 minuto) segundo 

preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010). Pesou-se a massa equivalente a 1 g de CEF 

amostra em pó liofilizado para solução injetável e transferiu para o coletor da balança. Após 1 

minuto a 105 °C foi verificado o valor da umidade em porcentagem, por meio de três 

determinações. 

 

5.4.3. Resultados e discussão 

 

 Os resultados para a determinação da umidade são apresentados na Tabela 7. 

 O CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável apresentou média do teor de 

umidade de 1,70%, com e.p.m. de 0,12. Os resultados obtidos indicam que a hidratação da 

molécula está de acordo com o valor preconizado nos compêndios oficiais para o fármaco, 

sendo não mais que 4% (JP, 2011; USP 37, 2014). 

 
Tabela 7- Teor de umidade da CEF pó liofilizado para solução injetável determinado por analisador de 
umidade por infravermelho 
 

Ensaioa Teor de Umidade (%) 

1 1,50 
2 1,70 
3 1,90 

Média 1,70 
DPb 0,20 

e.p.m.c 0,12 
aCada ensaio é a média de três determinações em 
dias diferentes; 
bDP = Desvio Padrão; 
ce.p.m. = Erro Padrão da Média. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.5. Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método muito utilizado para a 

caracterização de um composto, bem como a determinação de impurezas e a monitoração das 

reações nos produtos em análise, já que possui custos baixos e facilidade na execução quando 

comparada a outros métodos. Trata-se de uma técnica versátil, que através da adsorção líquido-

sólido ocorre a separação dos componentes de uma mistura justamente pela afinidade que estes 

possuem pela fase estacionária. Deste modo, na CCD podem ser utilizados vários tipos de 

sistemas eluentes e agentes reveladores, que irá depender das características apresentadas do 

produto em análise (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; 

JOSHI et al., 2009). 

Assim, o presente trabalho buscou como um de seus objetivos o desenvolvimento de 

nova técnica por CCD para identificação do CEF em pó liofilizado para solução injetável, que 

mantivesse também a capacidade de detectar a presença de produtos de degradação, utilizando 

solventes menos tóxicos, sendo mais simples, econômica e mais sensível.  

 

5.5.1. Material 

 

 Para a realização da CCD foram utilizadas placas de sílica gel Alugram® Xtra SIL 

G/UV254 (Macherey-Nagel, Alemanha) de tamanho 10 x 7 cm e 10 x 10 cm com espessura de 

0,25 mm, e as pesagens de CEF SQR e CEF amostra, descritas nos itens 4.1 e 4.2, 

respectivamente, foram feitas na balança analítica modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, São 

Paulo, Brasil). Foi realizado também um ensaio com o excipiente L-arginina. 

 No preparo da fase móvel foram utilizados alguns solventes como: ácido acético (J.T. 

Baker), água purificada (Milli-Q®), etanol (Synth®) e metanol (Synth®). Para a revelação das 

manchas foi utilizado o reagente iodo (Synth®). Nos ensaios para degradação acelerada foram 

utilizadas as soluções de ácido clorídrico 0,1 M (Syhth®), hidróxido de sódio 0,1 M (Cinética®) 

e peróxido de hidrogênio 3% (Vetec Química Fina®) em placas de 10 x 10 cm. 

 

5.5.2. Método 

 

 O preparo da solução de CEF SQR (item 4.1) foi feito através da pesagem de 20,88 mg, 

onde se transferiu para balão volumétrico de 10 mL e foi completado com água purificada para 

obtenção da solução a 2,0 mg/mL. Para a CEF amostra (item 4.2) realizou-se o mesmo 
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procedimento, porém foram pesados 34,50 mg para a obtenção da solução a 2,0 mg/mL. A 

solução placebo contendo somente excipiente foi realizada pesando 14,50 mg de L-arginina e 

diluída em balão volumétrico de 10 mL também com água purificada. 

 As placas de sílica gel foram ativadas em estufa a 105 °C por 1 hora. A fase móvel foi 

preparada e transferida para a cuba para a saturação. Deste modo, foram aplicadas alíquotas de 

10 µL de cada solução com auxílio de microsseringa de vidro (Hamilton®, Nevada, EUA) 

diretamente na placa, que foi levada à cuba para a eluição dos compostos onde permaneceu até 

que a fase móvel alcançasse 8 cm de migração. Em seguida, a placa foi retirada para secagem. 

A revelação das manchas foi feita com a placa seca através de vapores de iodo por 10 min; após 

este tempo, foi observada a formação de manchas que foram comparadas quanto à forma, 

tamanho, cor e aspecto e determinado cada fator de retenção (Rf). 

  

Foram testadas as seguintes fases móveis: 

 Sistema 1: etanol : água purificada (40:60, v/v) 

 Sistema 2: etanol : água purificada (60:40, v/v)  

 Sistema 3: etanol : água purificada (65:35, v/v) ajuste de pH 3,0 com ácido acético 

 Sistema 4: etanol : água purificada (70:30, v/v) 

 Sistema 5: etanol : água purificada (70:30, v/v) ajuste de pH 3,0 com ácido acético 

 Sistema 6: etanol 

 Sistema 7: metanol : água purificada (40:60, v/v) 

 Sistema 8: metanol : água purificada (60:40, v/v)  

 Sistema 9: metanol : água purificada (70:30, v/v) ajuste de pH 3,0 com ácido acético 

 Sistema 10: metanol 

 

5.5.2.1. Degradação acelerada  

 

 Com o intuito de avaliar a capacidade do sistema escolhido em revelar a presença de 

possíveis produtos de degradação, soluções da amostra de CEF na concentração de 2,0 mg/mL 

foram submetidas à degradação acelerada, as quais foram preparadas em condições ácida, 

alcalina, neutra, oxidativa e fotolítica.  

 Para as reações de hidrólise, as soluções de CEF foram preparadas em ácido clorídrico 

0,1 M (ácida) e hidróxido de sódio 0,1 M (alcalina). Para a condição oxidativa, a solução de 

CEF foi preparada em solução de peróxido de hidrogênio a 3%. Na degradação neutra, a solução 

aquosa de CEF foi exposta à temperatura de 60 °C. As condições ácida, alcalina e oxidativa 
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também foram expostas à temperatura de 60 °C. Para a condição fotolítica foi utilizada câmara 

espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm), com lâmpada UVC (254 nm) de 20 W, onde a 

solução aquosa de CEF ficou exposta à luz ultravioleta.  

 As degradações aceleradas foram avaliadas através do método desenvolvido de CCD 

com a fase móvel etanol : água (40:60, v/v). Os tempos de análises em que as soluções ficaram 

sob condições de degradação são 0; 0,5; 1,5; 3; 24 e 48 horas. 

  

5.5.3. Resultados e discussão 

 

 A maior parte dos sistemas testados apresentaram capacidade para identificar a CEF pó 

liofilizado em solução injetável. Dentre aqueles que não obtiveram a separação da mancha de 

CEF e apresentaram rastros, estão os sistemas 4, 6 e 10.  

 Os sistemas 2, 3, 5, 7 e 9, apesar de separarem a CEF, não apresentaram as manchas 

bem delimitadas. Desta forma, os sistemas que apresentaram as melhores manchas foram o 

sistema 1 constituído por etanol : água (40:60, v/v) e o sistema 8 por metanol : água (60:40, 

v/v), ilustrados na Figura 5. 

 
Figura 5- Perfil cromatográfico obtido de solução aquosa de CEF SQR e CEF amostra na concentração 
de 2,0 mg/mL. (a) Fase móvel: etanol : água (40:60, v/v). Agente revelador: vapores de iodo. Rf = 0,53. 
(b) Fase móvel: metanol : água (60:40, v/v). Agente revelador: vapores de iodo. Rf = 0,40. (P = SQR; A 
= amostra). 
 

   
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Deste modo, o sistema mais eficaz e escolhido para a identificação da CEF SQR e CEF 

amostra foi o de nº 1. Como pode ser visto na Figura 6, o cromatograma utilizando como fase 

móvel o sistema 1 comprova que o excipiente não interfere na eluição da amostra de CEF e 

quando a mancha de CEF SQR é comparada com a da amostra observa-se que são praticamente 

idênticas, com valores semelhantes de Rf de 0,53. 

 
Figura 6- Perfil cromatográfico obtido de solução aquosa de CEF SQR e CEF amostra na concentração 
de 2,0 mg/mL e solução de excipiente. Fase móvel: etanol : água (40:60, v/v). Agente revelador: vapores 
de iodo. (P = SQR; A = amostra; E = excipiente). 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

De todos os compêndios oficiais que descrevem a CEF pó liofilizado para solução 

injetável foi localizado somente na Farmacopeia Americana 37a ed. (2014) o método de 

identificação por CCD. A Farmacopeia Americana 37a ed. (2014) utiliza na sua metodologia a 

fase móvel constituída por uma mistura de álcool n-propílico : água : hidróxido de amônio 

(7:5:4, v/v/v) e solução de ninidrina para a revelação das manchas por nebulização das placas 

secas, a concentração da solução de CEF utilizada neste método é de 40 mg/mL. No entanto, a 

fase móvel e o agente revelador apresentam solventes potencialmente tóxicos, tais como o 

hidróxido de amônio e a ninidrina. Em artigos científicos não se encontrou nenhuma outra 

metodologia de identificação da CEF por CCD. 
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 Portanto, o método desenvolvido neste trabalho para a caracterização da CEF SQR e 

CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável demonstrou ser mais seguro, simples, 

prático e econômico, além de apresentar vantagens como baixa toxicidade ao operador e fácil 

descarte. 

 

5.5.3.1. Degradação acelerada 

 

 Nos estudos de degradação acelerada a fase móvel utilizada foi constituída pela mistura 

de etanol : água (40:60, v/v) e avaliada nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3; 24 e 48 horas. A placa de 

sílica empregada nos ensaios teve 10 x 10 cm de tamanho e para revelação das manchas 

utilizou-se vapores de iodo. 

 Na Tabela 8 são apresentados todos os resultados obtidos nos ensaios de degradação 

acelerada por CCD, com intuito de avaliar possíveis produtos de degradação da CEF em pó 

liofilizado para solução injetável. A Figura 7 mostra os perfis cromatográficos referentes a esta 

análise. 
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Tabela 8- Estudo de degradação acelerada de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável por CCD 
 

Tempo (h) Degradação 
Neutra Fotolítica Ácida Alcalina Oxidativa 

0 CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,52 
Manchas extras: ND 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,87 

CEF: ND 
Manchas extras: ND 

0,5 CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,52 
Manchas extras: ND 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,75 

CEF: ND 
Manchas extras: ND 

1,5 CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,52 (baixa 
intensidade) 

Manchas extras: ND 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,78 

CEF: ND 
Manchas extras: ND 

3 CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: Rf = 0,50 (baixa 
intensidade) 

Manchas extras: ND 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,78 

CEF: ND 
Manchas extras: ND 

24 CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,90 

CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,88 

CEF: ND 
Manchas extras: Rf = 

0,75 e 0,87 

CEF: ND 
Manchas extras: ND 

48 
CEF: ND 

Manchas extras: Rf = 
0,20 e 0,90  

CEF: Rf = 0,53 
Manchas extras: ND 

CEF: ND 
Manchas extras: Rf = 

0,37 e 0,88 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,87 

CEF: ND 
Mancha extra: Rf = 0,22 

Rf = Fator de retenção; ND = Não apresentou manchas. 
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 7- Perfil cromatográfico obtido nas análises de degradação acelerada do CEF amostra em tempos 
de 0 h; 0,5 h; 1,5 h; 3 h; 24 h e 48 h. Fase móvel: etanol : água (40:60, v/v). Agente revelador: vapores 
de iodo. CEF = Amostra; F = Fotolítica (luz UVC 254 nm); N = Neutra (água, 60 °C); A = Ácida (HCl 
0,1 M, 60 °C); B = Alcalina (NaOH 0,1 M, 60 °C); O = Oxidativa (H2O2 3%, 60 °C). 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Em pesquisa realizada nos bancos de dados foi reportado apenas um artigo no qual é 

descrito o estudo de degradação para CEF por CCD com detecção densitométrica, em que a 

fase móvel é constituída por etanol : 2-propanol : ácido acético glacial 99,5% : água (4:4:1:3, 

v/v/v/v) (DĄBROWSKA et al., 2015). 

 Através dos resultados obtidos, é possível observar que a solução do fármaco apresentou 

uma maior degradação na condição de estresse oxidativa e foi mais estável em condição 

fotolítica. Na condição oxidativa, a mancha referente ao fármaco não pode ser visualizada já no 

tempo 0 hora, indicando a degradação total do CEF. Algumas das manchas apresentadas em 

condições diferentes ficaram com seus Rf próximos, indicando que são possíveis produtos de 

degradação semelhantes. 

  Assim, o método desenvolvido pode ser recomendado para a análise qualitativa no 

controle de qualidade de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável. 

 

5.6. Espectrofotometria nas regiões do ultravioleta e visível 

 

5.6.1. Espectrofotometria na região do ultravioleta 

 

A espectrofotometria na região do ultravioleta é largamente utilizada nas análises de 

rotina do controle de qualidade, visto que, trata-se de uma importante ferramenta para 

quantificar compostos químicos, incluindo fármacos ou substâncias, ou até mesmo para 

identificá-las (OHANNESIAN; STREETER, 2002). Os principais fatores que fazem desta 

técnica ser a mais utilizada nas análises laboratoriais são: praticidade no preparo da amostra, 

custo reduzido, empregabilidade para vários compostos orgânicos, análises exatas e precisas de 

fácil manuseio pelo operador, resultando em uma menor quantidade de resíduos. 

 

5.6.1.1. Material 

 

Para a execução do método foram utilizados CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado 

para solução injetável, descritos nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. O método por 

espectrofotometria no UV foi realizado em espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu® (Tóquio, 

Japão), modelo UV-1800, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Os 

solventes utilizados para os ensaios foram: água purificada (Milli-Q®), solução de ácido 

clorídrico (Synth®) 0,1 M, solução de hidróxido de sódio (Cinética®) 0,001 M, etanol PA 

(Synth®), metanol PA (Synth®), solução tampão fosfato de potássio 1% pH 6,0, solução tampão 
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fosfato de potássio 1% pH 7,2 e solução tampão fosfato de potássio 1% pH 8,0. No decorrer da 

análise outros equipamentos também foram utilizados: balança analítica, modelo DV215CD 

(Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil), peagâmetro micronal modelo B474 e purificador de 

água Milli-Q® (Direct-Q® 3, Merck Millipore, Alemanha). 

 

5.6.1.2. Método 

 

5.6.1.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

  

Para o preparo da solução de CEF SQR (item 4.1) foi pesada a massa de 10,44 mg e 

transferida para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água 

purificada, obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As soluções em água 

purificada, solução de ácido clorídrico 0,1 M, solução de hidróxido de sódio 0,001 M, etanol 

PA, metanol PA, solução tampão fosfato de potássio 1% pH 6,0, solução tampão fosfato de 

potássio 1% pH 7,2 e solução tampão fosfato de potássio 1% pH 8,0 utilizadas no teste foram 

preparadas a partir da solução-mãe de CEF SQR, sendo retirada alíquota referente à 

concentração de 16 µg/mL, transferida para balão volumétrico de 10 mL e completado para 

cada um dos solventes. Os espectros de absorção foram obtidos na faixa de comprimento de 

onda entre 200 e 400 nm.  

 

5.6.1.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

  

O preparo da solução de CEF amostra (item 4.2) foi pesado a partir do pool de vinte 

frascos-ampola (item 5.2), a massa de 17,25 mg equivalente a 10,00 mg de CEF e transferida 

para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, 

obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As soluções em água purificada, solução 

de ácido clorídrico 0,1 M, solução de hidróxido de sódio 0,001 M, etanol PA, metanol PA, 

solução tampão fosfato de potássio 1% pH 6,0, solução tampão fosfato de potássio 1% pH 7,2 

e solução tampão fosfato de potássio 1% pH 8,0 utilizadas no teste foram preparadas a partir da 

solução-mãe de CEF amostra, sendo retirada alíquota referente a concentração de 16 µg/mL, 

transferida para balão volumétrico de 10 mL e completado para cada um dos solventes. Os 

espectros de absorção foram obtidos na faixa de comprimento de onda entre 200 e 400 nm. 

 

 



Rodrigues, D. F.                                                                                 Análise Qualitativa   |  101 

 

 

5.6.1.2.3. Preparo da solução de L-arginina 

 

A solução placebo, contendo somente excipiente, foi preparada pesando a massa de 7,25 

mg de L-arginina e transferida para balão volumétrico de 100 mL, sendo completado com água 

purificada, para obtenção de solução-mãe na concentração de 72,5 µg/mL. A partir desta 

solução-mãe, alíquota de 1,6 mL foi retirada e transferida para balão volumétrico de 10 mL, 

completado com água purificada, obtendo solução na concentração de 11,6 µg/mL, 

concentração teoricamente idêntica àquela encontrada na solução de amostra. 

 

5.6.1.3. Resultados e discussão 

 

Os espectros das soluções de CEF SQR, CEF amostra em pó liofilizado para solução 

injetável e L-arginina preparados em água purificada são apresentados na Figura 8. 

 
Figura 8- Sobreposição dos espectros de absorção obtidos na região do ultravioleta das soluções aquosas 
de CEF SQR 16 µg/mL (vermelho), CEF amostra 16 µg/mL (preto) e L-arginina 11,6 µg/mL (azul). (l: 
200-400 nm) 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
 

As demais soluções preparadas com os diferentes solventes são apresentadas na Figura 
9. 
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Figura 9- Comparação dos espectros de absorção obtidos na região do ultravioleta utilizando soluções 
de CEF amostra a 16 µg/mL preparadas com: (A) água; (B) tampão fosfato de potássio pH 6,0; (C) 
tampão fosfato de potássio pH 7,2; (D) tampão fosfato de potássio pH 8,0; (E) metanol; (F) etanol; (G) 
ácido clorídrico 0,1 M; (H) hidróxido de sódio 0,001 M. (l: 200-400 nm) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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O método de espectrofotometria com absorção na região do UV apresenta-se como uma 

importante ferramenta na indústria farmacêutica, possibilitando ao operador análises simples, 

precisas e rápidas, a qual auxilia na identificação e quantificação de compostos.  

Os perfis espectrais das soluções de CEF preparados em vários solventes foram 

avaliados através de seu comprimento de onda com absorção máxima (lmax), absorvância e o 

tipo de solvente utilizado. 

As soluções de CEF SQR, CEF amostra e L-arginina (excipiente) preparadas com água 

foram comparadas (Figura 8), apresentando resultados semelhantes para ambas soluções de 

CEF com máximo de absorção nos comprimentos de onda em 235 e 258 nm. O excipiente L-

arginina não interfere nas análises de CEF por espectrofotometria de absorção na região do UV, 

pois não foi absorvido por este tipo de radiação. Este dado obtido corrobora com outro estudo 

em que foi utilizado a L-arginina, apresentando resultados idênticos (FIGUEIREDO, 2014). 

Quando comparada com os demais solventes, a solução de CEF amostra preparada em 

água purificada apresentou espectro de absorção bem próximo aos espectros dos solventes 

solução tampão fosfato de potássio pH 6,0 e NaOH 0,001 M, com máximo de absorção também 

em dois pontos com comprimentos de onda em 235 e 257 nm e 234 e 257 nm, respectivamente. 

Nas soluções tampão fosfato de potássio pH 7,2 e pH 8,0, foram obtidos três pontos de absorção, 

sendo 203, 236 e 257 nm para o tampão fosfato de potássio pH 7,2 e 208, 236 e 257 nm para o 

tampão fosfato de potássio pH 8,0. Para o metanol e etanol, o máximo de absorção foi obtido 

em um único ponto de 238 nm no metanol e 239 nm no etanol. Já para a solução preparada em 

HCl 0,1 M, a absorção ocorreu em dois pontos também, mas foi a única que apresentou o 

máximo de absorção maior em um comprimento de onda de 264 nm e outro menor de 202 nm, 

estando possivelmente relacionada com a ionização da molécula de CEF. 

Dentre todos os fatores e comprimentos de onda com máximo de absorção avaliados, o 

solvente HCl 0,1 M foi o que apresentou uma absorção maior, porém, optou-se em trabalhar 

com a solução aquosa de CEF, sendo que os espectros apresentaram características adequadas, 

semelhante a outros solventes e pelo fato do objetivo do trabalho estar voltado a métodos de 

química verde. O comprimento de onda escolhido para os ensaios foi o de 258 nm, o qual 

apresentou absorvâncias de 0,507 para CEF SQR e 0,525 para CEF amostra. Este comprimento 

de onda depende da integridade do anel b-lactâmico, como também da dupla ligação entre os 

carbonos C3 e C4 do núcleo da molécula (EVAGELOU; TSANTILI-KAKOULIDOU; 

KOUPPARIS, 2003). 
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Esta escolha traz inúmeros benefícios, tanto para o operador, pois trata-se de um 

solvente atóxico, de fácil manuseio e com simplicidade para adquiri-lo, como também para o 

meio ambiente, não gerando resíduos tóxicos e sendo fácil de descartar, além do baixo custo. 

 

5.6.2. Espectrofotometria na região do visível 

 

A técnica de espectrofotometria de absorção na região do VIS apresenta os mesmos 

princípios da técnica de espectrofotometria de absorção na região do UV, difere apenas na 

necessidade de reações químicas entre o composto e o reagente para a formação de cor. Os 

métodos espectrofotométricos apresentam algumas vantagens, como redução dos custos das 

análises, rapidez, praticidade, sensibilidade e de fácil aplicação. Por outro lado, os custos 

certamente dependem dos reagentes escolhidos para as análises (CHIERENTIN; SALGADO, 

2014). 

Na literatura e em bancos de dados, é possível encontrar inúmeros métodos por 

espectrofotometria de absorção na região do VIS voltados na determinação de compostos β-

lactâmicos, os quais utilizam várias reações dos fármacos com reagentes distintos, 

transformando-os em compostos corados. Alguns destes, empregam solventes orgânicos e 

procedimentos para a extração do produto de reação (MARTÍNEZ; FALCÓ; CABEZA, 2002; 

ALI; ELBASHIR; ABOUL-ENEIN, 2015). 

Análises para a determinação de CEF também foram encontradas nos bancos de dados. 

Algumas publicações citam a utilização de reagentes como: Folin-Ciocalteau (diluído 1:4 com 

água destilada) na presença de solução de carbonato de sódio (Na2CO3) 20%; 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno na presença de dimetilsulfóxido (DMSO); 1,2-naftoquinona-4-sulfonato de 

sódio (NQS); nitrato de mercúrio (Hg(NO3)2); ninidrina na presença de molibdato de sódio; 

redução do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) (SUJITH; ABRAHAM; DIVAKAR, 2010; 

CHAVALA et al., 2011; PATEL et al., 2011; ELAZAZY; SHALABY, 2012; NAWAL et al., 

2012; ALI; ELBASHIR; ABOUL-ENEIN, 2015; PAPANNA; KRISHNEGOWDA; 

NAGARAJA, 2015).  

A maioria dos métodos publicados para a determinação de CEF utiliza reagentes 

tóxicos, demanda de grandes volumes de solventes orgânicos ou de reações de complexação 

para a formação de compostos corados, aumentando o tempo das análises, tornando-os inviáveis 

para utilização neste trabalho. Assim, diversos ensaios foram realizados com vários reagentes, 

a fim de se obter uma melhor análise para a determinação de CEF. Todavia, os solventes 
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utilizados não apresentaram capacidade de reação para a formação de cor com a CEF, seja por 

falta de condições adequadas de reação ou por não apresentarem afinidades químicas. 

Nexte contexto, optou-se em otimizar e validar um método existente para a 

quantificação de CEF. Trata-se do método publicado por Patel e colaboradores (2011), os quais 

utilizam a solução reagente de Folin-Ciocalteau (diluído 1:4 com água destilada) na presença 

da solução de Na2CO3 a 20%. Quando comparados aos reagentes descritos nas publicações, a 

solução de Folin-Ciocalteau é a que apresenta menor toxicidade e fácil acesso. As alterações 

realizadas no método por espectrofotometria no VIS utilizando o reagente Folin-Ciocalteau 

foram de grande importância para o aprimoramento do método e estão detalhadas na Tabela 9.  

 
Tabela 9- Alterações dos parâmetros utilizados por Patel e colaboradores (2011) na validação do método 
espectrofotométrico com absorção na região do VIS 
 

 Patel e colaboradores (2011) Rodrigues, D.F.  
(2017) 

Reagente / volume 

Folin-Ciocalteau diluído 1:4 
com água destilada (3 mL) na 

presença da solução de Na2CO3 
a 20% (1,5 mL) 

Folin-Ciocalteau diluído 1:10 
com água purificada (30 µL) na 
presença da solução de Na2CO3 

a 10% (30 µL) 

Faixa de linearidade (µg/mL) 4-40 15-40 

Comprimento de onda (nm) 765 740 

Método Convencional (cubeta) Miniaturizado (microplaca) 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

As mudanças realizadas no método trouxeram inúmeras vantagens, dentre elas destaca-

se a principal, que foi a miniaturização do método, promovendo importante diminuição das 

quantidades de soluções do fármaco e dos solventes utilizados nas análises, menor tempo de 

preparo, bem como, a redução na geração de resíduos, além da utilização de solventes com 

concentrações bem menores do que a utilizada por Patel e colaboradores (2011). 

Devido à preocupação científica e pública com a poluição ambiental, foram introduzidas 

práticas ambientalmente favoráveis em diferentes áreas da sociedade e da investigação. Nas 

análises voltadas à química verde são utilizadas técnicas e metodologias químicas que reduzem 

ou eliminam o uso ou a geração de matérias-primas, produtos, subprodutos, solventes, 

reagentes, etc., que são perigosas para a saúde humana ou para o ambiente (TOBISZEWSKI et 

al., 2009; STOCKA et al., 2011). 
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O impacto ambiental adverso das metodologias analíticas tem sido reduzido 

principalmente de três formas diferentes: redução da quantidade de solventes necessária no pré-

tratamento da amostra; redução da quantidade e da toxicidade dos solventes e reagentes 

utilizados no passo de medição, especialmente por automatização e miniaturização; 

desenvolvimento de metodologias analíticas diretas que não exijam solventes ou reagentes 

(ARMENTA; GARRIGUES; GUARDIA, 2008; STOCKA et al., 2011). 

 

5.6.2.1. Material 

 

Para realização do método foram utilizados CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado 

para solução injetável, descritos nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. O método por 

espectrofotometria na região do VIS foi realizado em espectrofotômetro UV-VIS 

SPECTROstar® Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha), utilizando microplacas de 

polipropileno de 96 poços apresentando volume total de 360 µL para cada, fundo chato e sem 

tampa. Os dados foram analisados através do software MARS® Data Analysis versão V3.10 

R6. Os solventes utilizados para os ensaios foram: água purificada (Milli-Q®), solução reagente 

de Folin-Ciocalteau fenólico 2 N (Sigma-Aldrich®, EUA) diluída 1:10 em água purificada e 

solução de carbonato de sódio (Dinâmica®) 10%. 

Durante os ensaios foram utilizados outros materiais e equipamentos: balança analítica, 

modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil); balança analítica, modelo AG 200 

(Gehaka®, São Paulo, Brasil); purificador de água Milli-Q® (Direct-Q® 3, Merck Millipore, 

Alemanha); banho ultrassônico modelo USC2800A (Unique, São Paulo, Brasil); 

micropipetador modelo Research® Plus 100-1000 µL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); 

micropipetador multicanal modelo Research® Plus 30-300 µL (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha); micropipetadores multicanal modelo Discovery Comfort 1-10 µL e 20-200 µL 

(HTL Lab Solutions, Varsóvia, Polônia). 

 

5.6.2.2. Método 

 

5.6.2.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

 

A solução de CEF SQR (item 4.1) foi preparada através da pesagem da massa de 20,88 

mg e transferida para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com 

água purificada, obtendo solução-mãe na concentração de 200 µg/mL. No ensaio qualitativo, 
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foi preparada a partir desta solução-mãe, a diluição referente à concentração final de 30 µg/mL 

em um volume total de 200 µL. 

 

5.6.2.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

 

Para a solução de CEF amostra (item 4.2) o preparo foi realizado a partir do pool de 

vinte frascos-ampola (item 5.2), sendo pesada a massa de 34,50 mg equivalente a 20,00 mg de 

CEF e transferida para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com 

água purificada, obtendo solução-mãe na concentração de 200 µg/mL. Semelhantemente à 

solução de CEF SQR, no ensaio qualitativo, foi preparada a partir desta solução-mãe de CEF 

amostra, a diluição referente à concentração final de 30 µg/mL em um volume total de 200 µL. 

 

5.6.2.2.3. Preparo da solução de L-arginina 

 

O preparo da solução placebo, contendo somente adjuvante, foi feito pesando a massa 

de 14,50 mg de L-arginina e transferida para balão volumétrico de 100 mL, sendo completado 

com água purificada, para obtenção de solução-mãe na concentração de 145 µg/mL. No ensaio 

qualitativo, foi preparado a partir desta solução-mãe, a diluição referente à concentração final 

de 21,75 µg/mL em um volume total de 200 µL, concentração teoricamente idêntica àquela 

encontrada na solução de amostra. 

 

5.6.2.2.4. Preparo da solução de carbonato de sódio 10% 

 

A solução de carbonato de sódio (Na2CO3) foi previamente preparada antes de cada 

ensaio. Para o preparo, 2,5 g de Na2CO3 foram transferidos para balão volumétrico de 25 mL 

com auxílio de água purificada. Em seguida, levou-se ao banho ultrassônico por 30 minutos 

para completa solubilização e posteriormente completou-se o volume do balão volumétrico com 

água purificada, obtendo-se reagente com concentração final de 10%. 

 

5.6.2.2.5. Procedimento do método 

 

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 poços, sendo utilizada as soluções 

de CEF SQR (item 5.6.2.3.1), CEF amostra (item 5.6.2.3.2) e L-arginina (item 5.6.2.3.3) para 

o preparo das concentrações utilizadas no teste qualitativo de 30 µg/mL (CEF SQR e CEF 
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amostra) e 21,75 µg/mL (L-arginina – concentração teoricamente idêntica àquela encontrada 

na solução de amostra). Para cada solução foi retirada a alíquota de 30 µL e transferida para o 

poço respectivo ao teste na microplaca, posteriormente foram adicionados os solventes: 110 µL 

de água purificada, 30 µL da solução de Na2CO3 10% e 30 µL da solução de Folin-Ciocalteau 

fenólico (1:10), totalizando um volume final de 200 µL por poço. Após adicionar os solventes, 

a microplaca com os ensaios foi inserida dentro do equipamento de leitura e para que a reação 

acontecesse aguardou-se o tempo de 10 minutos (5 minutos em repouso e 5 minutos sob 

agitação de 500 rpm) antes da leitura dos ensaios. Os espectros de absorção foram obtidos na 

faixa de comprimento de onda entre 400 e 800 nm. 

 

5.6.2.3. Resultados e discussão 

 

Os espectros das soluções de CEF SQR, CEF amostra em pó liofilizado para solução 

injetável e L-arginina preparados em água purificada são apresentados na Figura 10. 

 
Figura 10- Sobreposição dos espectros de absorção obtidos na região do VIS das soluções aquosas de 
CEF SQR 30 µg/mL (vermelho), CEF amostra 30 µg/mL (preto) e L-arginina 21,75 µg/mL (azul). (l: 
400-800 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O método para análise de CEF por espectrofotometria com absorção na região do VIS 

apresentou os perfis espectrais semelhantes para as soluções de CEF SQR e CEF amostra, 

conforme representado na Figura 10, preparadas com água purificada e analisadas através dos 

solventes Folin-Ciocalteau fenólico (1:10) na presença de Na2CO3 10%, resultaram no lmax em 
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740 nm. O excipiente L-arginina não interfere nas análises de CEF por espectrofotometria de 

absorção na região do VIS, não sendo absorvido por este tipo de radiação, resultado idêntico ao 

apresentado pelo método no UV. 

O método proposto apresentou inúmeros benefícios, por se tratar de um método no VIS 

em que muitas vezes é necessária a extração ou complexação do produto para que a reação 

química promovendo cor na solução da amostra aconteça. Este método desenvolvido de forma 

miniaturizada, utilizando microplacas para as análises, possibilita ao operador, análises simples, 

precisas e rápidas, as quais auxiliam na identificação e quantificação de CEF, além de utilizar 

solventes com baixa toxicidade, facilidade no manuseio, bem como, baixa geração de resíduos 

tóxicos. 

 

5.7. Espectrofotometria na região do infravermelho 

 

 A espectrofotometria de absorção na região do infravermelho (IV) é uma técnica 

empregada para identificar e diferenciar compostos através dos perfis estruturais apresentados 

por suas moléculas. O infravermelho é dividido em três regiões de absorção próximo, médio e 

distante, com faixa de absorção distintas, sendo que para análises de identificação a mais 

utilizada é a região do infravermelho médio, no qual absorve dentro da faixa de 4000-400 cm-1 

(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 

PAVIA et al., 2010). 

Para que uma molécula seja absorvida na região médio do infravermelho é necessário 

que ocorram transições eletrônicas, as quais acontecem devido à vibração de energia presente 

nesta região. Assim, através destas vibrações ocorrem, na molécula, os chamados estiramentos 

e tensionamentos, bem como, modificações de ângulos de ligações (FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 2010; PAVIA et al., 2010). 

A espectrofotometria de IV tem se destacado dentro das técnicas utilizadas a nível 

industrial, principalmente pela pouca quantidade de material utilizada para análise, elucidação 

de estruturas complexas e rapidez no preparo dos ensaios (LOPES, FASCIO, 2004).  

 

5.7.1. Material  

 

 As análises de espectrofotometria de infravermelho foram realizadas em equipamento 

Shimadzu® (Kyoto, Japão), com transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21. O reagente 

utilizado para a confecção das pastilhas foi o brometo de potássio (KBr) (Synth®). No decorrer 
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do experimento outros equipamentos também foram utilizados: balança analítica modelo 

DV215CD (Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil), dessecador de vidro e estufa de secagem e 

esterilização modelo 315 SE (Fanem®, São Paulo, Brasil). 

 

5.7.2. Método  

 

5.7.2.1. Preparo das pastilhas de CEF SQR e CEF amostra 

 

 Foi preparada uma diluição 1:100 (p/p) de CEF SQR (item 4.1) em KBr, sendo pesada 

a massa de 40 mg desta diluição, a qual foi transferida para almofariz e pistilo de ágata para ser 

triturada e homogeneizada com 110 mg de KBr, totalizando ao final 150 mg cada pastilha e 

possuindo a concentração equivalente a 0,4 mg de CEF SQR. O mesmo foi realizado para o 

preparo da pastilha de CEF amostra (item 4.2), que foi pesado a partir do pool de vinte frascos-

ampola (item 5.2). Antes do preparo o KBr foi dessecado até peso constante em estufa a 105 

°C. As análises foram obtidas em transmitância na região espectral médio com absorção a 4000 

a 400 cm-1 (com resolução de 2 cm-1), utilizando o software IR Solution™. 

 

5.7.2.2. Preparo da pastilha de L-arginina 

 

 O preparo da pastilha da L-arginina foi realizado através da diluição 1:100 (p/p) em 

KBr, sendo pesada a massa de 40 mg desta diluição, a qual foi transferida para almofariz e 

pistilo de ágata para ser triturada e homogeneizada com 110 mg de KBr, totalizando ao final 

150 mg cada pastilha e possuindo a concentração teórica equivalente a 0,29 mg de L-arginina. 

Antes do preparo o KBr foi dessecado até peso constante em estufa a 105 °C. As análises foram 

obtidas em transmitância na região espectral médio com absorção a 4000 a 400 cm-1 (com 

resolução de 2 cm-1), utilizando o software IR Solution™. 

 

5.7.3. Resultados e discussão  

 

 Os espectros obtidos nas análises de infravermelho para CEF SQR e CEF amostra são 

apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente. Na Figura 13 é apresentada a sobreposição 

destes espectros juntamente com o excipiente L-arginina. 
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Figura 11- Espectro de absorção obtido na região do infravermelho de CEF SQR 0,4 mg/pastilha de 
KBr. 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 
Figura 12- Espectro de absorção obtido na região do infravermelho de CEF amostra 0,4 mg/pastilha de 
KBr. 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

  1/cm 

  1/cm 
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Figura 13- Sobreposição dos espectros de absorção obtidos na região do infravermelho em pastilhas de 
KBr de CEF SQR 0,4 mg/pastilha (vermelho), CEF amostra 0,4 mg/pastilha (preto) e L-arginina 0,29 
mg/pastilha (azul). 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
  

Na Tabela 10 são apresentados os picos obtidos após as análises realizadas com CEF 

SQR, comparando com as faixas de referência citadas na literatura (SILVERSTEIN, 

WEBSTER, KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010). 

 
Tabela 10- Picos obtidos no espectro de absorção na região do infravermelho de CEF SQR 
 

Posição do pico 
visualizado (cm-1) 

Faixa de frequências de 
referência (cm-1)a Grupo funcional 

3419, 3230 3600-3300, 3400-2400 N-H, O-H (carboxílico) 
3053 3100-3000 Csp2-H 
2972 3000-2850 Csp3-H 
1772 1760-1700 C=O (b-lactâmico) 
1730 1730-1700 C=O (carboxílico) 
1654 1680-1630 C=O (amida) 
1635 1680-1600 C=N, C=C 
1558, 1543, 1446 1600-1450b C=C (anel aromático) 
1338, 1313, 1263, 1174, 
1151, 1114, 1045 1350-1000 C-O, C-N 

aSILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010. 
bPodem aparecer de 2 a 4 bandas dentro desta faixa. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

  1/cm 
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Os resultados da análise da CEF pela técnica de infravermelho apresentaram espectros 

semelhantes para CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável, sendo 

característicos de compostos cefalosporínicos. Todos experimentos foram realizados com o 

reagente KBr para o preparo das pastilhas. As vibrações absorvidas a 3419 e 3230 cm-1 estão 

relacionadas ao estiramento do grupo N-H e do grupo O-H da função carboxila. A presença da 

absorção a 2972 cm-1 é característica de estiramento do grupo -C-H (Csp3-H), enquanto que as 

absorções a 1558, 1543 e 1446 cm-1 estão relacionadas ao estiramento do grupo C=C do anel 

aromático e 3053 cm-1 ao estiramento típico de =C-H (Csp2-H), evidenciando a existência da 

estrutura aromática. As absorções características dos estiramentos dos grupos carbonilas C=O 

foram observadas a 1772, 1730 e 1654 cm-1, sendo atribuídas ao anel b-lactâmico, à função 

carboxílica e à função amida, respectivamente. A banda absorvida em 1635 cm-1 é indicativo 

das funções C=N e C=C presentes na molécula. As absorções em 1338, 1313, 1263, 1174, 1151, 

1114 e 1045 cm-1 representam o estiramento dos grupos C-O e C-N. As aminas terciárias 

presentes no composto não foram visualizadas, uma vez que não apresentam bandas de 

absorção característica na região do infravermelho (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 

2007; PAVIA et al., 2010). 

Nas análises realizadas somente com o excipiente L-arginina, observou-se alta 

absortividade na região do infravermelho, com picos altos em regiões de absorção comuns aos 

grupos existentes na CEF. Assim sendo, justifica-se as diferenças visualizadas entre os 

espectros da CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável, não impedindo 

a análise da CEF, uma vez que, ambos espectros apresentaram picos similares atribuídos aos 

grupos característicos presentes na molécula. As análises de infravermelho foram avaliadas 

conforme dados relatados na literatura (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; PAVIA 

et al., 2010) e também foram comparados aos poucos artigos encontrados para análise da CEF 

por espectrofotometria de IV (BUGAY; NEWMAN; FINDLAY, 1996; ZHANG; FENG; HU, 

2008; JAGADEESH KUMAR et al., 2010; EL-RABBAT et al., 2012; ABDEL-FATTAH et 

al., 2013; FERDOUS et al., 2015; MOSTAFA et al., 2015), no qual as faixas encontradas neste 

estudo são semelhantes às descristas pela maioria dos autores, com exceção de (ZHANG; 

FENG; HU, 2008), que, ao invés da região médio, utilizou análises de espectrofotometria de 

IV na região próximo (12.000 a 4.000 cm-1, com resolução de 4 cm-1). 

Nos ensaios quantitativos, a banda absorvida em 1772 cm-1, referente ao estiramento do 

grupo carbonila C=O do anel b-lactâmico, foi utilizada para quantificação da CEF pela técnica 

de infravermelho. 
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5.8. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

 A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é uma das técnicas mais utilizadas 

na indústria farmacêutica, estando presente desde a pesquisa até o desenvolvimento e produção 

de fármacos (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007), como também contribuindo de maneira 

significativa nas análises de medicamentos (RAMBLA-ALEGRE et al., 2011). A CLAE é 

fundamentada em um processo de separação de compostos presentes em uma amostra, sendo 

realizada a partir de duas fases, uma estacionária (pode ser sólida, sendo porosa ou na forma de 

pequenas partículas) e outra móvel (composta por solventes de diferentes polaridades) 

(MEYER, 2010). 

 

5.8.1. Material 

 

 Para a realização do método foram utilizados CEF SQR e amostra em pó para solução 

injetável, descritos nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. O método por cromatografia líquida de 

fase reversa foi realizado em sistema Waters, modelo 1525 (Waters Chromatography Systems, 

Califórnia, EUA), conectado a detector de UV/VIS Waters 2487 e injetor manual 7725i com 

loop de 20 µL (Rheodyne Breeze®, Califórnia, EUA). O ensaio de CEF em estudo foi realizado 

isocraticamente em coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 µm) Phenomenex® (Torrance, Califórnia, 

EUA), em temperatura ambiente. O método foi realizado com vazão de 0,5 mL/min, usando 

detector UV a 258 nm. As áreas dos picos foram integradas usando o programa de software 

Empower®. 

 No decorrer da análise outros equipamentos também foram utilizados: balança analítica 

modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil), banho ultrassônico modelo 

USC2800A (Unique, São Paulo, Brasil) e purificador de água Milli-Q® (Direct-Q® 3, Merck 

Millipore, Alemanha).  

 

5.8.2. Método 

 

5.8.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

  

 Para o preparo da solução de CEF SQR (item 4.1) foi pesada a massa de 10,44 mg e 

transferida para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água 

purificada, obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As concentrações utilizadas 
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no teste foram preparadas a partir desta solução-mãe, sendo retiradas alíquotas referentes a cada 

concentração e transferidas para balão volumétrico de 10 mL. Após a estabilização do sistema 

cromatográfico, foram injetados 20 µL de cada solução.  

  

5.8.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

  

 Os vinte frascos-ampola utilizados para o ensaio de peso médio citado no item 5.2 foram 

acondicionados em uma única embalagem para a formação de um pool das amostras de CEF 

em pó liofilizado para solução injetável. Para o preparo da solução de CEF amostra (item 4.2) 

foi pesado a partir do pool a massa de 17,25 mg equivalente a 10,00 mg de CEF e transferida 

para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, 

obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As concentrações utilizadas no teste 

foram preparadas a partir desta solução-mãe, sendo retiradas alíquotas referentes a cada 

concentração e transferidas para balão volumétrico de 10 mL. Após a estabilização do sistema 

cromatográfico, foram injetados 20 µL de cada solução de trabalho. 

 

5.8.2.3. Preparo da fase móvel 

 

 A fase móvel utilizada foi constituída por uma mistura de água purificada : etanol (J.T. 

Baker) no proporção de 45:55, v/v, sendo o solvente utilizado de grau CLAE. A fase móvel foi 

submetida à filtragem sob vácuo por membrana de nylon com poro de 0,45 µm e 47 mm de 

diâmetro (Millipore®) e desgaseificada em banho ultrassônico (Unique, São Paulo, Brasil) 

durante 30 minutos antes do uso. 

 

5.8.3. Resultados e discussão 

 

 Os cromatogramas referentes à CEF SQR e à CEF amostra em pó liofilizado para 

solução injetável, analisados pelo método desenvolvido por CLAE, são representados na Figura 

14. 
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Figura 14- Cromatogramas obtidos por CLAE para soluções de CEF SQR e CEF amostra (40 µg/mL) 
sobrepostos. Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® (250 x 
4,6 mm; 5 µm). Vazão: 0,5 mL/min. Comprimento de onda: 258 nm. Tempo de retenção: 4,99 minutos. 
 

  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os parâmetros para as análises de CLAE foram definidos após alguns testes 

preliminares, visando buscar um método seguro, que de certo modo evitasse danos à coluna 

cromatográfica e com baixo índice de resíduo. A CEF SQR e a CEF amostra apresentaram os 

mesmos perfis cromatográficos, indicando a presença de CEF nas amostras em pó liofilizado 

para solução injetável, sem a presença de impurezas e produtos de degradação. Análises com o 

excipiente L-arginina de CEF amostra não foram realizadas, já que no método desenvolvido e 

validado neste trabalho de espectrofotometria de absorção na região do UV, bem como, em 

estudo apresentado anteriormente demonstrou que este adjuvante não interfere na leitura do 

teste, pois não é absorvido pela luz UV. 

 

CEF SQR 

CEF amostra 
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6. ANÁLISE QUANTITATIVA 

 

6.1. Espectrofotometria nas regiões do ultravioleta e visível 

 

6.1.1. Espectrofotometria na região do ultravioleta 

 

Nas análises por UV, os elétrons absorvem a energia, passando de orbitais em estado 

fundamental para o excitado. Isto é possível devido à alguns fatores, tais como, a estrutura 

eletrônica da molécula, o tipo de solvente utilizado, o comprimento de onda e a temperatura 

(SILVERSTEIN et al., 2007). 

Esta análise tem como fundamento a ligação proporcional entre a quantidade de luz 

absorvida e a concentração da substância. Os cálculos para estas análises são realizados por 

meio da Lei de Lambert-Beer, a qual utiliza as medidas de absorção da radiação de vários tipos 

de amostras em análises espectrofotométricas. Através do cálculo de Lambert-Beer (Equação 

2), a absorvância é obtida (HARRIS, 2001; VOGEL, 2002; ROCHA; TEIXEIRA, 2004; 

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 

 

! = log 	((0/() 	= 	,. .. / 

Equação 2 

 

Em que: 

A = absorvância 

I0 = intensidade da radiação monocromática que incide na amostra 

I = intensidade da radiação que emerge da amostra 

ɛ = absortividade molar, uma grandeza característica da espécie absorvente, cuja magnitude 

depende do comprimento de onda da radiação incidente 

b = distância percorrida pelo feixe através da amostra (cm) 

c = concentração da espécie absorvente (mol/L) 

 

O método desenvolvido por espectrofotometria de absorção na região do UV teve 

embasamento nos trabalhos (MARONA; SCHAPOVAL, 1999; MARONA; SCHAPOVAL, 

2001a; SALGADO; OLIVEIRA, 2005; LOPES; SALGADO, 2008; MORENO; SALGADO, 

2009; BONFILIO; ARAÚJO; SALGADO, 2011; VIEIRA; SALGADO, 2011; CAZEDEY; 

SALGADO, 2012; FIORENTINO; SALGADO, 2012; PEDROSO; SALGADO, 2013; 
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CAZEDEY; SALGADO, 2014; CHIERENTIN; SALGADO, 2014; CORRÊA; SERRA; 

SALGADO, 2014; TÓTOLI; SALGADO, 2015a; KOGAWA; SALGADO, 2016).  

 

6.1.1.1. Material 

 

O método por espectrofotometria no UV foi determinado em espectrofotômetro UV-

VIS Shimadzu® (Tóquio, Japão), modelo UV-1800, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de 

caminho óptico e água purificada (Milli-Q®) como solvente.  

No decorrer da análise outros equipamentos também foram utilizados: 

espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu® (Tóquio, Japão), modelo UVmini-1240; balança 

analítica modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil) e purificador de água Milli-

Q® (Direct-Q® 3, Merck Millipore, Alemanha). 

 

6.1.1.2. Método 

 

6.1.1.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

 

 A massa equivalente a 10,44 mg de CEF SQR (item 4.1) foi pesada e transferida para 

balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, 

obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As concentrações foram preparadas a 

partir desta solução-mãe, sendo retiradas alíquotas de 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2,0 mL e 

transferidas para balão volumétrico de 10 mL completados com água purificada, atingindo as 

concentrações finais de 10; 12; 14; 16; 18 e 20 µg/mL, respectivamente. 

 

6.1.1.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

 

 A partir do pool dos vinte frascos-ampola de amostra (item 5.2), foi pesada a massa de 

17,25 mg equivalente a 10,00 mg de CEF (item 4.2) e transferida para balão volumétrico de 

100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, obtendo solução-mãe na 

concentração de 100 µg/mL. As concentrações foram preparadas a partir desta solução-mãe, 

sendo retiradas alíquotas de 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2,0 mL e transferidas para balão volumétrico 

de 10 mL completados com água purificada, atingindo as concentrações teóricas finais de 10; 

12; 14; 16; 18 e 20 µg/mL, respectivamente. 
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6.1.1.3. Curva de Ringbom 

 

 A finalidade para a elaboração da curva de Ringbom foi a determinação da faixa de 

concentração em que o método apresenta linearidade. Desta maneira, foram transferidas, para 

balões volumétricos de 10 mL, alíquotas a partir da solução-mãe de CEF amostra referentes às 

concentrações crescentes de 1 a 70 µg/mL, os quais posteriormente foram completados com 

água purificada. As concentrações utilizadas para a curva de Ringbom são descritas na Tabela 

11. O comprimento de onda utilizado para a análise foi 258 nm. 

 

Tabela 11- Determinação da curva de Ringbom de CEF por espectrofotometria no ultravioleta 
 

Pontos 
Concentração 
teórica final  

(µg/mL) 

CEF amostra 
(100 µg/mL) 

(mL)a 
1 1,0 0,1 
2 2,0 0,2 
3 3,0 0,3 
4 4,0 0,4 
5 5,0 0,5 
6 6,0 0,6 
7 7,0 0,7 
8 8,0 0,8 
9 10,0 1,0 
10 12,0 1,2 
11 14,0 1,4 
12 16,0 1,6 
13 18,0 1,8 
14 20,0 2,0 
15 22,0 2,2 
16 26,0 2,6 
17 30,0 3,0 
18 35,0 3,5 
19 40,0 4,0 
20 45,0 4,5 
21 50,0 5,0 
22 55,0 5,5 
23 60,0 6,0 
24 65,0 6,5 
25 70,0 7,0 

aBalão volumétrico de 10 mL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.1.4. Obtenção da curva analítica 

 

A curva analítica de CEF foi preparada utilizando alíquotas da solução-mãe, conforme 

descrita no item 6.1.1.2.1, realizando análises em triplicata para cada concentração da curva. O 

branco da análise constituiu-se de água purificada e todos ensaios foram lidos no comprimento 

de onda de 258 nm. 

 

6.1.1.5. Cálculo do teor de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

 Durante os ensaios espectrofotométricos foi realizado o cálculo para determinar a 

concentração em que CEF estava presente nas amostras em pó liofilizado para solução injetável, 

sendo utilizada a Equação 3 e posteriormente a Equação 4 para obter o teor percentual da 

amostra. 

 

01 = !1		X	
0345
!345 

Equação 3 

 

01% = 01	X	
100
08  

Equação 4 

 

 

Em que: 

Ca = Concentração da amostra (µg/mL) 

Ca% = Concentração percentual da amostra 

Csqr = Concentração da substância química de referência (µg/mL) 

Aa = Absorvância da amostra 

Asqr = Absorvância da substância química de referência 

Ct = Concentração teórica do CEF na amostra (µg/mL) 
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6.1.1.6. Validação do método desenvolvido para espectrofotometria na região do 

ultravioleta 

 

 Os parâmetros avaliados para a validação do método espectrofotométrico com absorção 

na região do UV foram: linearidade, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, 

robustez, limites de detecção e de quantificação. O método foi validado de acordo com o 

preconizado na literatura FDA (1994), BRASIL (2003) e ICH (2005). 

 

6.1.1.6.1. Linearidade 

 

Através da análise de três dias distintos, a linearidade foi determinada por meio de uma 

curva analítica para cada dia, detalhada no item 6.1.1.4. Em seguida, os dados obtidos foram 

avaliados para consecução da equação da reta pelo método dos mínimos quadrados, constatando 

a linearidade por análise de variância (ANOVA). 

 

6.1.1.6.2. Precisão 

 

 A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas 

da amostragem múltipla de uma mesma amostra. A precisão do método desenvolvido para 

análises espectrofotométricas com absorção na região do UV foi avaliada de duas formas, por 

repetibilidade e a precisão intermediária (ICH, 2005).  

 

6.1.1.6.2.1. Repetibilidade (intradia) 

 

 Na precisão por repetibilidade foram realizadas sete análises da solução de CEF SQR 

na concentração de 16 µg/mL no mesmo dia e em condições de trabalho idênticas. O valor do 

desvio padrão relativo (DPR%) foi analisado entre a comparação das determinações ensaiadas. 

 

6.1.1.6.2.2. Precisão intermediária (interdias e entre analistas) 

 

 Na determinação da precisão intermediária interdia foram realizadas sete análises 

sucessivas da solução aquosa de CEF SQR na concentração de 16 µg/mL, sendo preparadas 

diariamente para análise em três dias diferentes, empregando as mesmas condições 
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experimentais, método, equipamento e analista. Os resultados foram avaliados pelo DPR% e 

por análise estatística de variância (ANOVA).  

A precisão intermediária entre analistas também utilizou sete determinações sucessivas 

da solução de CEF SQR na concentração de 16 µg/mL, foram realizadas no mesmo dia, mas 

por analistas diferentes, empregando as mesmas condições experimentais, método e 

equipamento. As absorvâncias foram avaliadas pelo DPR% e por análise estatística de variância 

(ANOVA). 

 

6.1.1.6.3. Exatidão 

 

Na exatidão do método foi realizado o ensaio de recuperação, na qual quantidades 

conhecidas de CEF SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de CEF amostra em pó 

liofilizado para solução injetável (ICH, 2005). O teste por recuperação foi realizado em 

triplicata e as soluções preparadas são descritas na Tabela 12. 

 
Tabela 12- Preparo das soluções para o teste de recuperação do método espectrofotométrico com 
absorção na região do ultravioleta 
 

 
CEF amostra 
(100 µg/mL) 

(mL) 

CEF SQR 
(100 µg/mL) 

(mL) 

Concentração 
teórica final 

(µg/mL)a  

Amostra 1,0 --- 10,0 
R1 1,0 0,28 12,8 

R2 1,0 0,60 16,0 
R3 1,0 0,92 19,2 

Padrão --- 1,0 10,0 
aBalão volumétrico de 10 mL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 A porcentagem de recuperação (R%) foi calculada pela Equação 5, preconizada pela 

AOAC, 2002. 
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9% =	
(0: − 0<)

03 	X	100 

Equação 5 

 
Em que:   

Cf = Concentração da substância de amostra adicionada de padrão (SQR) (µg/mL)  

Cu = Concentração da amostra (µg/mL)  

Cs = Concentração teórica da substância química de referência adicionada (µg/mL) 

 

6.1.1.6.4. Robustez 

 

A determinação da robustez do método por espectrofotometria com absorção na região 

do UV foi realizada através da comparação dos teores obtidos, conforme apresentado na Tabela 

13, modificando-se o comprimento de onda, equipamento e a fonte do solvente de diluição (para 

o preparo das soluções de CEF SQR e CEF amostra), avaliados pelo DPR%. 

 
Tabela 13- Variáveis selecionadas para avaliação da robustez no método por espectrofotometria com 
absorção na região do ultravioleta 
 

Fator Condição normal Condições variadas 

Equipamento Shimadzu® 
(UV-1800) 

Shimadzu® 
(UVmini-1240) 

Fonte do solvente de diluição 
(SQR e amostra) água 1a água 2b 

Comprimento de onda da leitura do teste 258 nm 259 nm 
257 nm 

aÁgua 1: Água purificada coletada no próprio laboratório da pesquisa; 
bÁgua 2: Água purificada coletada no laboratório de farmacotécnica. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.1.1.6.5. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

Segundo a ICH (2005), os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) são estudos 

que se baseiam no desvio padrão do intercepto e na inclinação da curva analítica. Após três 

análises das soluções de CEF SQR atingindo toda faixa de trabalho, os dados foram calculados 

conforme as Equações 6 e 7 para LD e LQ, respectivamente. 

 



125  |   Análise Quantitativa                                                                               Rodrigues, D. F. 
 

 

 

=> = 	
3,3	A
(0  

Equação 6 

 

=B =
10	A
(0  

Equação 7 

 

Em que:  

σ = Desvio padrão do intercepto  

IC = Inclinação da curva analítica 

 

6.1.1.7. Resultados 

 

As análises de CEF SQR, CEF amostra e L-arginina por espectrofotometria de absorção 

na região do UV utilizando água purificada estão apresentadas sobrepostas na Figura 15. 

 
Figura 15- Espectros de absorção obtidos na região do ultravioleta das soluções aquosas de CEF SQR 
16 µg/mL (vermelho), CEF amostra 16 µg/mL (preto) e L-arginina 11,6 µg/mL (azul) sobrepostos. (l: 
200-400 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.1.7.1. Curva de Ringbom 

 

A faixa linear das concentrações utilizadas no método foi determinada através da curva 

de Ringbom, cujos dados são apresentados na Tabela 14. As absorvâncias obtidas neste ensaio 

foram transformadas em transmitância. Em seguida, foi utilizado o gráfico transmitância versus 

o log da concentração de CEF (em µg/mL) para a elaboração da curva de Ringbom, conforme 

Figura 16. 

 
Tabela 14- Curva de Ringbom preparada para análise de CEF através do método de espectrofotometria 
com absorção na região do ultravioleta (l: 258 nm) 
 

Concentração 
(µg/mL)a 

Média 
Absorvâncias (A) 10A %T 

(100/10A) 100 - %T 

1 0,034 1,081 92,470 7,530 
2 0,064 1,159 86,298 13,702 
3 0,097 1,250 79,983 20,017 
4 0,130 1,349 74,131 25,869 
5 0,161 1,449 69,024 30,976 
6 0,191 1,552 64,417 35,583 
7 0,220 1,660 60,256 39,744 
8 0,263 1,832 54,576 45,424 
10 0,322 2,099 47,643 52,357 
12 0,389 2,449 40,832 59,168 
14 0,449 2,812 35,563 64,437 
16 0,514 3,266 30,620 69,380 
18 0,583 3,828 26,122 73,878 
20 0,648 4,446 22,491 77,509 
22 0,711 5,140 19,454 80,546 
26 0,847 7,031 14,223 85,777 
30 0,973 9,397 10,641 89,359 
35 1,139 13,772 7,261 92,739 
40 1,303 20,091 4,977 95,023 
45 1,475 29,854 3,350 96,650 
50 1,603 40,087 2,495 97,505 
55 1,793 62,087 1,611 98,389 
60 1,955 90,157 1,109 98,891 
65 2,120 131,826 0,759 99,241 
70 2,281 190,985 0,524 99,476 

aBalão volumétrico de 10 mL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 16- Curva de Ringbom preparada para análise de CEF SQR através do método de 
espectrofotometria com absorção na região do ultravioleta. (l: 258 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

6.1.1.7.2. Linearidade 

 

 A linearidade do método foi realizada através dos valores das absorvâncias das 

concentrações de CEF SQR preparadas em água purificada descritas na Tabela 15. Por meio 

desses valores, foi possível a elaboração gráfica da curva analítica, a qual utilizou o valor médio 

das três curvas analíticas no decorrer deste parâmetro. A curva analítica está representada na 

Figura 17.   
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Tabela 15- Valores das absorvâncias referentes à análise de CEF SQR para a construção da curva 
analítica do método de espectrofotometria de ultravioleta (l: 258 nm) 
 

Concentração (µg/mL) Absorvânciaa Absorvância média ± DPb DPR%c 

10 
0,3120 
0,3123 
0,3133 

0, 3126 ± 0,0007 0,22 

12 
0,3787 
0,3773 
0,3800 

0,3787 ± 0,0013 0,35 

14 
0,4407 
0,4397 
0,4443 

0,4416 ± 0,0025 0,56 

16 
0,5100 
0,5047 
0,5123 

0,5090 ± 0,0039 0,77 

18 
0,5770 
0,5730 
0,5777 

0,5759 ± 0,0025 0,44 

20 
0,6480 
0,6390 
0,6430 

0,6433 ± 0,0045 0,70 

aValor médio de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



129  |   Análise Quantitativa                                                                               Rodrigues, D. F. 
 

 

 

Figura 17- Curva analítica do método de espectrofotometria na região do ultravioleta para análise de 
CEF. (l: 258 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 A Tabela 16 mostra os resultados estatísticos obtidos da análise de variância (ANOVA) 

provenientes da curva analítica realizada para análise de CEF pelo método de 

espectrofotometria na região do UV.  

 

Tabela 16- Análise de variância dos valores de absorvâncias determinados utilizando o método de 
espectrofotometria na região do ultravioleta na obtenção da curva analítica de CEF SQR 
 

Fontes de variação 
Graus de 

Liberdade 

Soma de 

Quadrados 
Variância Fcal Ftab 

Entre concentrações 5 2,2934E-01 4,5867643E-02 5493,86* 3,11 

Regressão Linear 1 2,2930E-01 2,2930318E-01 27465,11* 4,75 

Desvio da Linearidade 4 3,5033E-05 8,7583333E-06 1,05 3,26 

Dentro (resíduo) 12 1,0019E-04 8,3488889E-06 - - 

Total 17 2,2944E-01 - - - 

*Significativo para p < 0,05. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.1.7.3. Doseamento de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

O doseamento da solução aquosa de CEF amostra na concentração de 16 µg/mL foi 

determinado através dos cálculos da média de três análises realizadas em triplicata e do valor 

do DPR% apresentados nestes ensaios. O teor de CEF presente na amostra é mostrado na Tabela 

17, com valor de 103,81% e seu DPR de 0,51%.  

 
Tabela 17- Doseamento obtido por espectrofotometria na região do ultravioleta para análise de CEF em 
pó liofilizado para solução injetável 
 

Doseamento 

Dia 1a Dia 2a Dia 3a Média DPb DPR%c 
104,41% 103,61% 103,41% 103,81% 0,5294 0,51 
aMédia de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.1.1.7.4. Precisão 

 

 Neste parâmetro realizado por repetibilidade intradia, os dados foram avaliados através 

do valor de DPR%. Os resultados foram obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condições 

experimentais, laboratório e analista, através da análise consecutiva de sete soluções aquosas 

de CEF SQR (16 µg/mL), apresentando o valor de DPR de 0,39%. 

 Na precisão interdias, os resultados também foram avaliados através do valor de sete 

soluções aquosas de CEF SQR preparadas na concentração de 16 µg/mL, porém realizados em 

três dias seguidos, na qual foi preparada uma nova solução-mãe por dia, sendo o valor do DPR 

de 0,19%. A precisão entre analistas, foi avaliada por dois analistas, na qual foram preparadas 

sete soluções de CEF SQR (16 µg/mL) por cada um dos analistas, resultando no valor de DPR 

de 0,08%. Os dados das precisões do método espectrofotométrico na região do ultravioleta são 

mostrados na Tabela 18. 
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Tabela 18- Precisão interdias e entre analistas do método analítico para análise de CEF por 
espectrofotometria na região do ultravioleta 
 

Interdias   Entre analistas 

Dia Absorvância1 DPR%2   Analista Absorvância1 DPR%2 

1 0,507  

  

1 0,502  

2 0,507 0,19   0,08 

3 0,505  2 0,503  
1Média de sete determinações; 2DPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 Nas Tabelas 19 e 20, são apresentados os resultados da análise estatística de variância 

(ANOVA) para as precisões interdias e entre analistas, respectivamente. O cálculo foi realizado 

através dos valores das absorvâncias das sete soluções de CEF SQR preparadas para cada 

ensaio. 

 
Tabela 19- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para precisão interdias do método 
de ultravioleta 
 

Fonte da variação Soma de 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrados 
Médios Fcal Ftab 

Entre grupos 1,26667E-05 2 6,33333E-06 1,33893 3,554557 
Dentro dos grupos 8,51429E-05 18 4,73016E-06   

      
Total 9,78095E-05 20    

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Tabela 20- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para precisão entre analistas do 
método de ultravioleta 
 

Fonte da variação 
Soma de 

Quadrados 
Graus de 

Liberdade 
Quadrados 

Médios 
Fcal Ftab 

Entre grupos 1,14286E-06 1 1,14286E-06 0,37500 4,747225 
Dentro dos grupos 3,65714E-05 12 3,04762E-06   

      
Total 3,77143E-05 13    

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.1.7.5. Exatidão 

 

Os resultados da exatidão do método preparados por recuperação são apresentados na 

Tabela 21. Desta forma, a análise de três ensaios com suas concentrações pré-estabelecidas 

resultou no valor da recuperação média de 100,80%. 

 
Tabela 21- Determinação da exatidão do método analítico para análise de CEF por espectrofotometria 
na região do ultravioleta 
 

 
Concentração 
esperada de 

CEF (µg/mL) 

Concentração 
encontrada de 
CEFa (µg/mL) 

Recuperação 
(%) 

Recuperação 
média (%) DPR%b 

R1 12,8 13,35 101,23 

100,80 0,41 R2 16 16,54 100,40 

R3 19,2 19,79 100,78 
aMédia de três determinações; bDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

6.1.1.7.6. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

Neste parâmetro foram calculados os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), 

com o intuito de verificar a sensibilidade do método de espectrofotometria na região do UV. Os 

dados calculados resultaram em valores de 0,50 µg/mL para LD e o 1,53 µg/mL para LQ. 

 

6.1.1.7.7. Robustez 

 

 Na robustez do método, as pequenas variações realizadas nos parâmetros de forma 

individual não apresentaram diferenças significativas para os valores do teor de CEF amostra 

em pó liofilizado para solução injetável. A Tabela 22 descreve os resultados com as variações 

e seus valores de DPR%, os quais se mostraram abaixo de 0,85%. 
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Tabela 22- Valores apresentados para a determinação da robustez no método de espectrofotometria na 
região do ultravioleta 
 

Variável Condições variadas Cefepima1 
(%) 

Média 
(%) DPR%2 

Equipamento Shimadzu® (UV-1800) 
Shimadzu® (UVmini-1240) 

103,53 
102,82 103,18 0,48 

Fonte do solvente de 
diluição (SQR e amostra) 

Água 1a  
Água 2b 

103,64 
102,39 103,01 0,85 

Comprimento de onda da 
leitura (nm) 

259 
258 
257 

103,02 
103,02 
103,22 

103,08 0,11 

1Média de três determinações; 2DPR% = Desvio Padrão Relativo. 
aÁgua 1: Água purificada coletada no próprio laboratório da pesquisa; 
bÁgua 2: Água purificada coletada no laboratório de farmacotécnica. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.1.1.8. Discussão 

 

 Conforme descrito no item 5.6.3, o método foi validado utilizando água purificada como 

solvente. A curva de Ringbom permitiu determinar a faixa em que o método possui linearidade. 

Após esta verificação, optou-se em trabalhar com as concentrações de 10 a 20 µg/mL. Desta 

forma, os resultados apresentaram correlação linear para estas concentrações utilizadas no 

parâmetro da linearidade do método, o qual resultou no coeficiente de correlação igual a 0,9999. 

Pode-se afirmar que este método de espectrofotometria de absorção na região do UV é linear, 

pois através da análise de variância (ANOVA) os resultados estatísticos não apresentaram 

desvios significativos de linearidade em um nível de 5% de significância. 

 O doseamento do método foi realizado a fim de determinar a quantidade do CEF 

presente na forma farmacêutica, apresentando um valor de teor de 103,81%, dentro do limite 

estabelecido pelo compêndio oficial de 90,0% a 115,0% (USP 37, 2014). 

 Por meio das curvas analíticas foram calculados os limites do método, tanto o de 

detecção (LD) quanto o de quantificação (LQ), mostrando que a sensibilidade está de acordo, 

pois as concentrações escolhidas na validação estão acima do limite de quantificação. 

 O valor de DPR obtido para precisão intradia do método foi de 0,39%, determinado 

através de sete soluções de CEF SQR com 16 µg/mL em condições idênticas e no mesmo dia. 

Para a precisão interdias representada na Tabela 18, os dados foram obtidos através do valor da 
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absorvância de sete soluções de CEF SQR a uma concentração de 16 µg/mL realizados em três 

dias consecutivos e nas mesmas condições de ensaio, obtendo valores médios de absorvância 

de 0,507, 0,507 e 0,505 e o valor de DPR de 0,19%. Já para a precisão entre analistas os dados 

coletados foram semelhantes à da intradia, porém realizada por dois analistas, onde para o 

analista 1 obteve-se o valor médio da absorvância de 0,502 e para o analista 2 foi 0,503, 

resultando no DPR de 0,08%. Análises de variância (ANOVA) foram utilizadas nestas 

precisões interdias e entre analistas, com o intuito de avaliar se a um nível de significância de 

5% as absorvâncias obtidas através dos dias ou dos analistas apresentaram diferenças 

estatísticas. Assim, para a precisão interdias o valor de Fcal foi 1,33 sendo menor que o Ftab de 

3,55. O mesmo ocorreu para a precisão entre analistas que teve um valor de Fcal de 0,37 e de 

Ftab 4,74. Desta maneira, podemos dizer que o método é preciso, pois não apresentou diferenças 

significativas a um nível de 5%. 

 Quanto ao parâmetro da exatidão, que foi avaliada por meio do teste de recuperação, o 

resultado obtido para o valor médio recuperado foi de 100,80% com o DPR de 0,41%, indicando 

que o método possui uma apropriada exatidão. 

Na robustez, as pequenas modificações realizadas durantes os ensaios não 

demonstraram interferência na quantificação de CEF para o método de UV, apresentando 

valores de DPR abaixo de 0,85%, com isso não houve diferença significativa na robustez. 

O método por espectrofotometria com absorção na região do UV validado neste estudo 

alcançou todos os parâmetros determinados pelos órgãos oficiais (ICH, 2005; FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 2010; USP 37, 2014). Deste modo, este método poderá ser introduzido nas 

análises de rotina de controle de qualidade para a quantificação de CEF amostra em pó 

liofilizado para solução injetável, a fim de buscar sempre por técnicas voltadas à química verde 

e que tenham custos acessíveis para a análise. 

 

6.1.2. Espectrofotometria na região do visível 

 

As técnicas de espectrofotometria nas regiões do VIS e do UV são técnicas versáteis e 

muito utilizadas por inúmeras áreas, podendo suas aplicações estender para determinações 

analíticas de compostos orgânicos e inorgânicos ou até mesmo materiais biológicos. Por serem 

de fácil execução, menores despesas das análises e com acessibilidade aos materiais, estes 

métodos são vastamente incorporados ao controle de qualidade industrial (ASLAN et al., 2010). 
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O método desenvolvido por espectrofotometria de absorção na região do VIS teve 

embasamento nos trabalhos (MARONA; SCHAPOVAL, 2001b; PATEL et al., 2011; SILVA; 

SALGADO, 2012; CHIERENTIN; SALGADO, 2014). 

A validação do método foi realizada de acordo com a Resolução RE nº 899 de 2003 

(BRASIL, 2003), com o guia de validação do ICH (2005) e com a Farmacopeia Americana 37a 

ed. (USP 37, 2014). 

 

6.1.2.1. Material 

 

Na realização do método foram utilizados CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado 

para solução injetável, descritos nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. O método por 

espectrofotometria na região do VIS foi realizado em espectrofotômetro UV-VIS 

SPECTROstar® Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha), utilizando microplacas de 

polipropileno de 96 poços apresentando volume total de 360 µL para cada, fundo chato e sem 

tampa. Os dados foram analisados através do software MARS® Data Analysis versão V3.10 

R6. Os solventes utilizados para os ensaios foram: água purificada (Milli-Q®), solução reagente 

de Folin-Ciocalteau fenólico 2 N (Sigma-Aldrich®, EUA) diluída 1:10 em água purificada, 

solução de carbonato de sódio (Dinâmica®) 10%, solução de ácido clorídrico (Synth®) 0,1 M, 

solução de hidróxido de sódio (Cinética®) 0,001 M e solução de peróxido de hidrogênio (Vetec 

Química Fina®) 0,05%.  

Durante os ensaios foram utilizados outros materiais e equipamentos: espectrofotômetro 

UV-VIS Epoch™ (BioTek®, Winooski, EUA); balança analítica, modelo DV215CD 

(Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil); balança analítica, modelo AG 200 (Gehaka®, São 

Paulo, Brasil); purificador de água Milli-Q® (Direct-Q® 3, Merck Millipore, Alemanha); banho 

ultrassônico modelo USC2800A (Unique, São Paulo, Brasil); banho de aquecimento modelo 

Q334M (Quimis®, São Paulo, Brasil); micropipetador modelo Research® Plus 100-1000 µL 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); micropipetador multicanal modelo Research® Plus 30-300 

µL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); micropipetadores multicanal modelo Discovery 

Comfort 1-10 µL e 20-200 µL (HTL Lab Solutions, Varsóvia, Polônia). 
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6.1.2.2. Método 

 

6.1.2.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

 

 A solução de CEF SQR (item 4.1) foi preparada através da pesagem da massa de 20,88 

mg e transferida para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com 

água purificada, obtendo solução-mãe na concentração de 200 µg/mL. As concentrações finais 

utilizadas no método foram de 15; 20; 25; 30; 35 e 40 µg/mL, preparadas a partir desta solução-

mãe. 

 

6.1.2.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

 

 A partir do pool dos vinte frascos-ampola de amostra (item 5.2), foi pesada a massa de 

34,50 mg equivalente a 20,00 mg de CEF (item 4.2) e transferida para balão volumétrico de 

100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, obtendo solução-mãe na 

concentração de 200 µg/mL. As concentrações finais utilizadas no método foram de 15; 20; 25; 

30; 35 e 40 µg/mL, preparadas a partir desta solução-mãe.  

Para os ensaios da curva de Ringbom também foi necessário preparar uma solução de 

CEF amostra na concentração de 1 mg/mL, sendo pesada a massa de 172,50 mg equivalente a 

100,00 mg de CEF e transferida para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi 

completado com água purificada. 

 

6.1.2.2.3. Procedimento do método 

 

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 poços, sendo utilizadas as soluções 

de CEF SQR (item 6.1.2.2.1) e CEF amostra (item 6.1.2.2.2) para o preparo das concentrações 

utilizadas no teste quantitativo. Para cada concentração foi retirada uma alíquota 

correspondente e transferida para o poço respectivo ao teste na microplaca. Posteriormente, 

foram adicionados os solventes: água purificada, solução de Na2CO3 10% e solução de Folin-

Ciocalteau fenólico (1:10), totalizando um volume final de 200 µL por poço. Na Tabela 23 

estão representados os volumes de cada solução utilizados para cada concentração do teste. 

Após adicionar os solventes, a microplaca com os ensaios foi inserida dentro do equipamento 

de leitura e para que a reação acontecesse aguardou-se o tempo de 10 minutos (5 minutos em 

repouso e 5 minutos sob agitação de 500 rpm) antes da leitura dos ensaios. A validação do 
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método foi realizada utilizando o comprimento de onda com máximo de absorção em 740 nm. 

A Figura 18 representa o procedimento dos ensaios para análise por espectrofotometria na 

região do VIS. 

 
Tabela 23- Volumes de cada solução utilizados nos ensaios quantitativos para a análise de CEF por 
espectrofotometria no VIS 
 

Concentração 
finala 

(µg/mL) 

Solução de CEF 
(200 µg/mL)b 

(µL) 

Água 
purificada 

(µL) 

Solução de 
Na2CO3 10% 

(µL) 

Solução de 
Folin-Ciocalteau 

fenólico (1:10) 
(µL) 

Volume 
finalc 
(µL) 

15,0 15 125 30 30 200 
20,0 20 120 30 30 200 
25,0 25 115 30 30 200 
30,0 30 110 30 30 200 
35,0 35 105 30 30 200 
40,0 40 100 30 30 200 

Branco 140 30 30 200 
aConcentração final para as soluções de CEF SQR e CEF amostra (concentração teórica final); 
bSoluções-mãe de CEF SQR e CEF amostra; 
cEnsaios realizados em microplaca de 96 poços com capacidade de 360 µL por poço. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
Figura 18- Ensaios realizados pelo método de espectrofotometria na região do VIS. 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.2.3. Curva de Ringbom 

 

 A curva de Ringbom foi elaborada para se determinar a faixa de concentração em que o 

método apresenta linearidade. Assim, a partir das soluções-mãe de CEF amostra, as alíquotas 

referentes às concentrações crescentes de 1 a 700 µg/mL foram transferidas para os respectivos 

poços da microplaca, sendo posteriormente adicionados os solventes: água purificada, solução 

de Na2CO3 10% e solução de Folin-Ciocalteau fenólico (1:10). Na Tabela 24 estão descritas as 

concentrações utilizadas para a curva de Ringbom. O comprimento de onda utilizado para a 

análise foi 740 nm. 

 
Tabela 24- Determinação da curva de Ringbom de CEF por espectrofotometria no VIS 
 

Pontos 
Concentração 
teórica final  

(µg/mL) 

CEF amostra 
(200 µg/mL) 

(µL)a 

CEF amostra 
(1 mg/mL) 

(µL)a 
1 1,0 1 - 
2 2,0 2 - 
3 3,0 3 - 
4 4,0 4 - 
5 5,0 5 - 
6 7,0 7 - 
7 10,0 10 - 
8 12,0 12 - 
9 14,0 14 - 
10 16,0 16 - 
11 20,0 20 - 
12 30,0 30 - 
13 40,0 40 - 
14 50,0 50 - 
15 60,0 60 - 
16 70,0 70 - 
17 100,0 100 - 
18 140,0 140 - 
19 220,0 - 44 
20 280,0 - 56 
21 400,0 - 80 
22 500,0 - 100 
23 600,0 - 120 
24 700,0 - 140 

aMicroplaca com volume final de preparo de 200 µL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.2.4. Obtenção da curva analítica 

 

A curva analítica de CEF foi preparada utilizando alíquotas da solução-mãe, conforme 

descrita no item 6.1.2.2.1, realizando análises em triplicata para cada concentração da curva. O 

branco da análise constituiu-se de água purificada, solução de Na2CO3 10% e solução de Folin-

Ciocalteau fenólico (1:10). As absorvâncias foram lidas no comprimento de onda de 740 nm. 

 

6.1.2.5. Cálculo do teor de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

 No método de espectrofotometria de absorção na região do visível as Equações 3 e 4, 

citadas no item 6.1.1.5, foram utilizadas para o cálculo do teor em que CEF estava presente nas 

amostras em pó liofilizado para solução injetável. 

 

6.1.2.6. Validação do método desenvolvido para espectrofotometria na região do visível 

 

 O método espectrofotométrico com absorção na região do VIS foi validado de acordo 

com o preconizado na literatura FDA (1994), BRASIL (2003) e ICH (2005), por meio da 

avaliação dos parâmetros: linearidade, seletividade, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária), exatidão, robustez, limites de detecção e de quantificação. 

 

6.1.2.6.1. Linearidade 

 

A linearidade foi determinada por meio de três ensaios, no qual utilizou-se para cada 

ensaio uma solução-mãe de CEF SQR (item 6.1.2.2.1) previamente preparada, resultando em 

uma curva analítica para cada ensaio, detalhada no item 6.1.2.4. Em seguida, os dados obtidos 

foram avaliados para a obtenção da equação da reta pelo método dos mínimos quadrados, 

constatando a linearidade por análise de variância (ANOVA). 

 

6.1.2.6.2. Seletividade 

 

A seletividade do método de espectrofotometria de absorção na região do VIS foi 

determinada com o intuito de verificar a capacidade que o método possuía em detectar o IFA 

na presença de possíveis impurezas, provenientes da degradação acelerada realizada com a 

amostra de CEF em pó liofilizado para solução injetável. Foram utilizadas soluções de CEF 



Rodrigues, D. F.                                                                               Análise Quantitativa   |  140 
 

amostra na concentração de 30 µg/mL, sendo submetidas às degradações aceleradas por 

condições ácida, alcalina, neutra, oxidativa e fotolítica. 

Para o preparo das soluções de CEF amostra os solventes utilizados foram: HCl 0,1 M, 

NaOH 0,001 M e H2O2 0,05%, para as condições de estresse ácida, alcalina e oxidativa, 

respectivamente. Nas condições neutra e fotolítica as soluções de CEF amostra foram 

preparadas utilizando como solvente água purificada. Todas amostras foram aquecidas a 60 °C, 

com exceção da condição fotolítica, que foi induzida através da exposição à luz ultravioleta 

(UVC, 254 nm) em temperatura ambiente (25 ± 2 °C). Os tempos de análise nestas condições 

foram de 0; 0,5; 1,5; 3 e 6 horas. Todas as condições foram avaliadas no comprimento de onda 

de 740 nm e uma varredura na faixa de l de 400-800 nm também foi realizada, para observar 

se haveria a formação de novos picos de absorção, diferentes ao do fármaco íntegro. 

 

6.1.2.6.3. Precisão 

 

 Neste parâmetro foi realizada a precisão do método, que é a avaliação da proximidade 

dos resultados obtidos em uma série de medidas da amostragem múltipla de uma mesma 

amostra. A precisão do método desenvolvido nas análises espectrofotométricas com absorção 

na região do VIS foi avaliada por meio de duas formas, por repetibilidade e por precisão 

intermediária (ICH, 2005). 

 

6.1.2.6.3.1. Repetibilidade (intradia) 

 

 A primeira forma utilizada para avaliar a precisão foi por repetibilidade, sendo 

realizadas sete análises da solução de CEF SQR na concentração de 30 µg/mL no mesmo dia e 

em condições de trabalho idênticas. O valor do desvio padrão relativo (DPR%) foi analisado 

entre a comparação das determinações ensaiadas. 

 

6.1.2.6.3.2. Precisão intermediária (interdias e entre analistas) 

 

 Na segunda forma de avaliar a precisão, foram realizadas a precisão intermediária 

interdia e a entre analistas. Para a precisão intermediária interdia foram feitas sete análises 

sucessivas de soluções aquosas de CEF SQR na concentração de 30 µg/mL, preparadas 

diariamente para análise em três dias diferentes, empregando as mesmas condições 
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experimentais, método, equipamento e analista. Os resultados foram avaliados pelo DPR% e 

por análise estatística de variância (ANOVA).  

A precisão intermediária entre analistas também utilizou sete determinações sucessivas 

da solução de CEF SQR na concentração de 30 µg/mL, realizadas no mesmo dia, mas por 

analistas diferentes, empregando as mesmas condições experimentais, método e equipamento. 

As absorvâncias foram avaliadas pelo DPR% e por análise estatística de variância (ANOVA). 

 

6.1.2.6.4. Exatidão 

 

Para o parâmetro da exatidão foi realizada a análise comparativa dos métodos (ICH, 

2005), no qual utilizou-se a comparação dos resultados obtidos por meio do método 

espectrofotométrico no VIS com um segundo método validado para o composto, neste caso 

optou-se em comparar com o método espectrofotométrico no UV, devido à semelhança 

apresentada por ambos. Os ensaios comparativos foram realizados utilizando as soluções 

aquosas de CEF SQR e CEF amostra, através de análise de sete doseamentos para cada método, 

calculados pelas Equações 3 e 4 (item 6.1.1.5). A concentração utilizada foi de 20 µg/mL e a 

avaliação foi feita pelo DPR% e por análise estatística de variância (ANOVA). 

 

6.1.2.6.5. Robustez 

 

A robustez do método por espectrofotometria com absorção na região do VIS foi 

determinada através da comparação dos teores obtidos, conforme apresentado na Tabela 25, 

modificando-se o comprimento de onda, equipamento e a fonte do solvente de diluição para o 

preparo das soluções de CEF SQR e CEF amostra, solução de Na2CO3 10% e solução de Folin-

Ciocalteau fenólico (1:10), avaliados pelo DPR%. 
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Tabela 25- Variáveis selecionadas para avaliação da robustez no método por espectrofotometria com 
absorção na região do VIS 
 

Fator Condição normal Condições variadas 

Equipamento SPECTROstar® Nano Epoch™ (BioTek®) 

Fonte do solvente de diluição 
(SQR, amostra, Na2CO3 10% 
e Folin-Ciocalteau 1:10) 

água 1a água 2b 

Comprimento de onda da 
leitura do teste 740 nm 738 nm 

742 nm 
aÁgua 1: Água purificada coletada no próprio laboratório da pesquisa; 
bÁgua 2: Água purificada coletada no laboratório de farmacotécnica. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.1.2.6.6. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

Os parâmetros limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) avaliados no método 

são estudos baseados no desvio padrão do intercepto e na inclinação da curva analítica (ICH, 

2005). Após três análises das soluções de CEF SQR, atingindo toda faixa de trabalho, os dados 

foram calculados conforme as Equações 6 e 7 descritas no item 6.1.1.6.5. 

 

6.1.2.7. Resultados 

 

Na Figura 19 é apresentada a microplaca após a realização de um dos ensaios da 

validação para a quantificação de CEF pelo método de espectrofotometria de absorção no VIS. 
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Figura 19- Microplaca após a realização dos ensaios para a validação do método por espectrofotometria 
no VIS, utilizando as soluções aquosas de CEF SQR, CEF amostra e L-arginina. 
 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Os espectros provenientes das análises de CEF SQR, CEF amostra e L-arginina por 

espectrofotometria de absorção na região do VIS utilizando água purificada estão apresentadas 

na Figura 20. 

 
Figura 20- Espectros de absorção obtidos na região do VIS das soluções aquosas de CEF SQR 30 µg/mL 
(vermelho), CEF amostra 30 µg/mL (preto) e L-arginina 21,75 µg/mL (azul) sobrepostos. (l: 400-800 
nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.2.7.1. Curva de Ringbom 

 

Neste parâmetro da curva de Ringbom foi possível determinar a faixa linear das 

concentrações utilizadas no método. Na Tabela 26, são apresentadas todas as absorvâncias 

obtidas por meio desta análise, as quais foram transformadas em transmitância. Posteriormente, 

para a elaboração da curva de Ringbom foi realizado o gráfico de transmitância versus o log da 

concentração de CEF (em µg/mL), sendo apresentado pela Figura 21. 

 
Tabela 26- Curva de Ringbom preparada para análise de CEF através do método de espectrofotometria 
com absorção na região do VIS (l: 740 nm) 
 

Concentração 
(µg/mL)a 

Média 
Absorvâncias (A) 10A %T 

(100/10A) 100 - %T 

1 0,051 1,125 88,920 11,080 
2 0,057 1,140 87,700 12,300 
3 0,075 1,189 84,140 15,860 
4 0,089 1,227 81,470 18,530 
5 0,100 1,259 79,433 20,567 
7 0,126 1,337 74,817 25,183 
10 0,164 1,459 68,549 31,451 
12 0,189 1,545 64,714 35,286 
14 0,208 1,614 61,944 38,056 
16 0,223 1,671 59,841 40,159 
20 0,256 1,803 55,463 44,537 
30 0,327 2,123 47,098 52,902 
40 0,384 2,421 41,305 58,695 
50 0,434 2,716 36,813 63,187 
60 0,483 3,041 32,885 67,115 
70 0,519 3,304 30,269 69,731 

100 0,545 3,508 28,510 71,490 
140 0,625 4,217 23,714 76,286 
220 0,652 4,487 22,284 77,716 
280 0,656 4,529 22,080 77,920 
400 0,665 4,624 21,627 78,373 
500 0,695 4,955 20,184 79,816 
600 0,700 5,012 19,953 80,047 
700 0,714 5,176 19,320 80,680 

aMicroplaca com volume final de preparo de 200 µL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 21- Curva de Ringbom preparada para análise de CEF SQR através do método de 
espectrofotometria com absorção na região do VIS. (l: 740 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

6.1.2.7.2. Linearidade 

 

 Através das soluções aquosas de CEF SQR nas concentrações pré-estabelecidas, obteve-

se os valores das absorvâncias, que foram utilizados para a avaliação da linearidade do método 

e estão descritas na Tabela 27. Com os valores das absorvâncias, foi elaborado um gráfico da 

curva analítica, representada na Figura 22, onde utilizou-se o valor médio das três curvas 

analíticas no decorrer deste parâmetro.  
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Tabela 27- Valores das absorvâncias referentes à análise de CEF SQR para a construção da curva 
analítica do método de espectrofotometria no VIS (l: 740 nm) 
 

Concentração (µg/mL) Absorvânciaa Absorvância média ± DPb DPR%c 

15 
0,2070 
0,2100 
0,2090 

0, 2087 ± 0,0015 0,73 

20 
0,2465 
0,2547 
0,2460 

0,2491 ± 0,0049 1,95 

25 
0,2895 
0,2960 
0,2793 

0,2883 ± 0,0084 2,91 

30 
0,3200 
0,3320 
0,3170 

0,3230 ± 0,0079 2,46 

35 
0,3570 
0,3600 
0,3497 

0,3556 ± 0,0053 1,50 

40 
0,3960 
0,3980 
0,3853 

0,3931 ± 0,0068 1,73 

aValor médio de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 22- Curva analítica do método de espectrofotometria na região do VIS para análise de CEF. (l: 
740 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 Na Tabela 28 são apresentados os resultados estatísticos obtidos por meio da análise de 

variância (ANOVA) originados a partir da curva analítica realizada para análise de CEF pelo 

método de espectrofotometria na região do VIS. 

 

Tabela 28- Análise de variância dos valores de absorvâncias determinados utilizando o método de 
espectrofotometria na região do VIS na obtenção da curva analítica de CEF SQR 
 

Fontes de variação 
Graus de 

Liberdade 

Soma de 

Quadrados 
Variância Fcal Ftab 

Entre concentrações 5 6,9818E-02 1,3963614E-02 351,16* 3,11 

Regressão linear 1 6,9723E-02 6,9722736E-02 1753,42* 4,75 

Desvio da linearidade 4 9,5333E-05 2,3833333E-05 0,60 3,26 

Dentro (resíduo) 12 4,7717E-04 3,9763889E-05 - - 

Total 17 7,0295E-02 - - - 

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.2.7.3. Doseamento de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

Através dos cálculos da média de três análises realizadas em triplicata foi determinado 

o doseamento da solução aquosa de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável na 

concentração de 30 µg/mL. Avaliou-se também o valor do DPR% apresentado por estes 

ensaios. Na Tabela 29, é apresentado o teor de CEF presente na amostra, sendo de 104,26% e 

seu DPR de 0,30%. 

 
Tabela 29- Teor obtido por espectrofotometria na região do VIS para análise de CEF em pó liofilizado 
para solução injetável 
 

Doseamento 

Dia 1a Dia 2a Dia 3a Média DPb DPR%c 

103,92% 104,54% 104,32% 104,26% 0,3169 0,30 
aMédia de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.1.2.7.4. Seletividade 

 

 Na seletividade do método de espectrofotometria de absorção na região do VIS, foi 

possível verificar a possibilidade da presença ou não de produtos de degradação, provenientes 

do estudo de degradação forçada, realizada com CEF amostra em pó liofilizado para solução 

injetável. Para todas as condições de estresse avaliadas ocorreram decréscimos das 

absorvâncias no comprimento de onda de 740 nm e não ocorreu a formação de novos picos nos 

espectros, quando avaliados por varredura na faixa de comprimento de onda de 400-800 nm. 

As porcentagens de degradação da CEF para as condições analisadas foram 14,4% para ácida, 

18,0% para alcalina, 7,3% para neutra, 60,5% para oxidativa e 1,3% para fotolítica, quando 

comparadas nos tempos de degradação 0 e 6 horas. Através dos ensaios observou-se que a CEF 

amostra foi mais estável em condição fotolítica e apresentou maior degradação em condição 

oxidativa. 

 Os espectros com as degradações ácida, alcalina, neutra, fotolítica e oxidativa estão 

sobrepostos e são apresentados na Figura 23. 
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Figura 23- Espectros do CEF amostra (30 µg/mL) submetido às degradações ácida (HCl 0,1 M), alcalina 
(NaOH 0,001 M), neutra (água) e oxidativa (H2O2 0,05%) após 6 horas a 60 °C e fotolítica (luz UVC 
254 nm) após 6 horas em temperatura ambiente (25 ± 2 °C). A) Preto: CEF amostra em tempo zero. B) 
Azul: fotolítica; Vermelho: neutra; Verde claro: ácida; Roxo: alcalina; Verde escuro: oxidativa; todas 
em 6 horas de degradação. (l: 400-800 nm) 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 
 

6.1.2.7.5. Precisão 

 

 Para a precisão realizada por repetibilidade intradia, a avaliação dos dados foi feita 

através do valor de DPR%. Os resultados foram obtidos no mesmo dia, sob as mesmas 

condições experimentais, laboratório e analista, através da análise consecutiva de sete soluções 

aquosas de CEF SQR (30 µg/mL), apresentando o valor de DPR de 1,94%. 

 Os resultados das absorvâncias para a precisão interdias também foram avaliados 

através do valor de DPR%, a qual foi realizada através de três dias seguidos, com o preparo de 

uma nova solução-mãe por dia e a análise de sete soluções aquosas de CEF SQR com 

concentração de 30 µg/mL, resultando em um valor de DPR de 1,05%. No parâmetro da 

precisão entre analistas, as análises foram feitas por dois analistas, na qual foram preparadas 

sete soluções de CEF SQR (30 µg/mL) por cada um dos analistas, tendo como resultado um 

valor de DPR de 0,52%. A Tabela 30 apresenta os resultados das precisões do método 

espectrofotométrico na região do VIS. 

 

 

 

 

B 
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Tabela 30- Precisão interdias e entre analistas do método analítico para análise de CEF por 
espectrofotometria na região do VIS 
 

Interdias   Entre analistas 

Dia Absorvância1 DPR%2   Analista Absorvância1 DPR%2 

1 0,327  

  

1 0,329  

2 0,328 1,05   0,52 

3 0,321  2 0,331  
1Média de sete determinações; 2DPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 A análise estatística de variância (ANOVA) para as precisões interdias e entre analistas 

são apresentadas nas Tabelas 31 e 32, respectivamente. O cálculo foi realizado através dos 

valores das absorvâncias das sete soluções de CEF SQR preparadas para cada ensaio. 

 

Tabela 31- Análise de variância (ANOVA) para precisão interdias do método de espectrofotometria no 
VIS 
 

Fonte da variação Soma de 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrados 
Médios Fcal Ftab 

Entre grupos 0,000162 2 0,000081 1,73926 3,55456 
Dentro dos grupos 0,000838 18 4,65714E-05   

      
Total 0,001000 20    

*Significativo para p < 0,05. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
 
Tabela 32- Análise de variância (ANOVA) para precisão entre analistas do método de 
espectrofotometria no VIS 
 

Fonte da variação 
Soma de 

Quadrados 
Graus de 

Liberdade 
Quadrados 

Médios 
Fcal Ftab 

Entre grupos 2,06429E-05 1 2,06429E-05 0,85335 4,74723 
Dentro dos grupos 2,90286E-04 12 2,41905E-05   

      
Total 3,10929E-04 13    

*Significativo para p < 0,05. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.1.2.7.6. Exatidão 

 

Os resultados da exatidão por doseamentos realizados através de comparação de 

métodos são apresentados na Tabela 33. Os ensaios foram realizados pelas técnicas 

espectrofotométricas na região de absorção do ultravioleta e do VIS com concentrações pré-

estabelecidas, resultando em valores de teores da amostra de CEF em pó liofilizado para solução 

injetável de 103,75% e 104,63%, respectivamente. 

 
Tabela 33- Determinação da exatidão do método por espectrofotometria na região do VIS através da 
comparação de métodos 
 

Doseamentos 

UVa VISa Média DPb DPR%c 

103,75% 104,63% 104,19% 0,6188 0,59 
aMédia de sete doseamentos; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Neste parâmetro, avaliou-se também os doseamentos pela análise estatística de variância 

(ANOVA), apresentada na Tabela 34. Para a elaboração da análise estatística foi utilizado os 

valores dos sete teores realizados para cada método. 

 

Tabela 34- Análise de variância (ANOVA) para a exatidão do método de espectrofotometria no VIS 
por comparação de métodos 
 

Fonte da variação 
Soma de 

Quadrados 
Graus de 

Liberdade 
Quadrados 

Médios 
Fcal Ftab 

Entre grupos 2,042605 1 2,042605 2,30781 4,74723 
Dentro dos grupos 10,620983 12 0,885082   

      
Total 12,663587 13    

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 

 



Rodrigues, D. F.                                                                               Análise Quantitativa   |  152 
 

6.1.2.7.7. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados com o intuito de 

verificar a sensibilidade do método de espectrofotometria na região do VIS. Os resultados para 

estes parâmetros foram de 2,02 µg/mL para LD e o 6,11 µg/mL para LQ. 

 

6.1.2.7.8. Robustez 

 

 A robustez do método foi avaliada através das pequenas variações nos parâmetros de 

forma individual, não resultando em diferenças significativas para os valores do teor de CEF 

amostra em pó liofilizado para solução injetável. Na Tabela 35 estão dispostos os resultados 

dos teores com as variações e seus valores de DPR%, que ficaram abaixo de 0,73%. 

 

Tabela 35- Teores apresentados para a determinação da robustez no método de espectrofotometria na 
região do VIS 
 

Variável Condições variadas Cefepima1 
(%) 

Média 
(%) DPR%2 

Equipamento Shimadzu® (UV-1800) 
Shimadzu® (UVmini-1240) 

104,79 
103,92 104,36 0,60 

Fonte do solvente de 
diluição (SQR, amostra, 
Na2CO3 10% e Folin-
Ciocalteau 1:10) 

Água 1a  
Água 2b 

104,80 
103,73 104,26 0,73 

Comprimento de onda da 
leitura (nm) 

742 
740 
738 

104,32 
103,58 
103,50 

103,80 0,44 

1Média de três determinações; 2DPR% = Desvio Padrão Relativo. 
aÁgua 1: Água purificada coletada no próprio laboratório da pesquisa; 
bÁgua 2: Água purificada coletada no laboratório de farmacotécnica. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.1.2.8. Discussão 

 

 O método por espectrofotometria na região do VIS foi miniaturizado e validado levando 

em consideração o método publicado por Patel e colaboradores (2011). Esta escolha foi feita, a 

fim de realizar várias otimizações no método, como a redução, tornando a escala de volume das 

soluções de CEF e reagentes utilizados de mL para µL, bem como, a significativa diminuição 
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do tempo de preparo das análises. Outra grande vantagem foi a capacidade de preparar e realizar 

inúmeros teste de uma só vez, ao contrário da utilização de um método convencional utilizando 

cubetas para o preparo das soluções. 

Tendo em vista que este trabalho busca implantar análises voltadas à química verde e 

por ter desenvolvido e validado um método convencional de espectrofotometria na região do 

UV, fortaleceu-se a escolha pelo desenvolvimento do método no VIS de forma miniaturizada, 

uma vez que, com tecnologias ainda mais modernas, o crescimento de sistemas químico-

analíticos miniaturizados vem aumentando muito com o passar dos anos (SENZEL, 1970; 

KRICKA, 1998; JANASEK; FRANZKE; MANZ, 2006; ALBENDÍN; LÓPEZ-LÓPEZ; 

PINTO, 2016). 

Para os ensaios da seletividade do método, soluções de CEF amostra foram submetidas 

ao estudo de degradação forçada em condições de estresse ácido, alcalino, neutro e oxidativo, 

à temperatura de 60 °C e para a condição de estresse fotolítico foi realizada em temperatura 

ambiente através da incidência de luz ultravioleta (UVC 254 nm). Todas as condições foram 

analisadas em 740 nm e uma varredura na faixa de l de 400-800 nm também foi realizada. No 

entanto, para os ensaios de degradação realizados no método proposto não ocorreram a 

interferência dos produtos de degradação na quantificação de CEF, mas para todas as condições 

avaliadas, decréscimos das absorvâncias no comprimento de onda com absorção máxima do 

pico de CEF foi observado, quando comparado ao pico do fármaco no tempo zero de análise. 

A solução de CEF foi mais estável frente à condição fotolítica, enquanto que para a hidrólise 

oxidativa foi observado o máximo de degradação. 

Os resultados para a curva de Ringbom possibilitaram determinar a faixa de 

concentrações que se apresentaram linear, sendo selecionadas para a validação do método 

proposto, constituindo na faixa de 15 a 40 µg/mL. Assim, o resultado para a linearidade do 

método apresentou um valor de coeficiente de correlação igual a 0,99932 e para os resultados 

estatísticos realizados através da ANOVA, não houve desvios significativos de linearidade em 

um nível de 5% de significância, comprovando que o método de espectrofotometria de absorção 

na região do VIS é linear. 

 As análises de doseamento do método determinaram a quantidade de CEF presente na 

forma farmacêutica, resultando no teor de 104,26%, condizente com o limite estabelecido pelo 

compêndio oficial de 90,0% a 115,0% (USP 37, 2014). 

 Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram calculados através das 

curvas analíticas, demonstrando que a sensibilidade do método está de acordo, pois os valores 
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apresentados para LD e LQ foram de 2,02 e 6,11 µg/mL, respectivamente, estando as 

concentrações escolhidas na validação acima do LQ. 

 Para a precisão intradia o resultado do DPR obtido foi de 1,94%, avaliado através de 

sete soluções de CEF SQR em concentração de 30 µg/mL, sob condições idênticas e no mesmo 

dia. Na precisão interdias, os resultados foram obtidos através do valor da absorvância de sete 

soluções de CEF SQR com concentração de 30 µg/mL, realizadas em três dias consecutivos e 

nas mesmas condições de ensaio, apresentando valores médios de absorvância de 0,327, 0,328 

e 0,321 e o valor de DPR de 1,05%, detalhados na Tabela 30. A última análise dentro do 

parâmetro da precisão foi a entre analistas, tendo os dados obtidos semelhante à da intradia, 

mas por analistas diferentes, resultando para o primeiro analista o valor médio da absorvância 

de 0,329 e para o segundo analista foi de 0,331, com valor de DPR de 0,52%. As análises de 

variância (ANOVA) realizadas para as precisões interdias e entre analistas, apresentaram os 

valores de Fcal de 1,73 e de Ftab de 3,55, para interdias, e Fcal de 0,85 e Ftab de 4,74, para entre 

analistas, no qual os valores de Fcal foram inferiores ao de Ftab, podendo dizer que o método é 

preciso, pois não apresentou diferenças significativas a um nível de 5%. 

 A exatidão do método foi avaliada por meio da análise comparativa dos métodos, pois 

pelo ensaio de recuperação os resultados não se apresentaram dentro do esperado, 

provavelmente por alguma incompatibilidade da matriz do reagente Folin-Ciocalteau fenólico, 

que é composto pela mistura de alguns reagentes, tais como, fosfomolibdato e fosfotungstato. 

Desta maneira, a comparação dos métodos, segundo a ICH (2005), pode ser utilizada em casos 

que não for possível a determinação pelo ensaio de recuperação. Assim, a comparação foi 

realizada através de uma das técnicas já validadas com método proposto. Neste caso, utilizou-

se o método por espectrofotometria de UV, com concentrações idênticas presentes em ambos 

os métodos, apresentando valores de teor de CEF de 103,75% para o UV e de 104,63% para o 

VIS e com DPR de 0,59%. A exatidão também foi avaliada pela ANOVA, não apresentando 

diferenças significativas a um nível de 5%, obtendo-se o valor de Fcal de 2,30 inferior ao valor 

de Ftab de 4,74, os quais indicam que o método possui uma apropriada exatidão.  

A robustez, realizada através de pequenas variações nos parâmetros do método, não 

demonstrou interferência na quantificação de CEF para o método espectrofotométrico no VIS, 

resultando em valores de DPR abaixo de 0,73%, declarando que o método é robusto. 

Todos os parâmetros estabelecidos pelos órgãos oficiais para uma validação foram 

alcançados neste método miniaturizado para espectrofotometria com absorção na região do VIS 

(ICH, 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 37, 2014). Assim, este método 

miniaturizado pode ser recomendado nas análises de rotina de controle de qualidade, pois 
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fornece benefícios aos operadores e ao meio ambiente, pelo baixo consumo, baixo custo e baixo 

resíduo tóxico gerado nas análises, além de ser simples, rápido, de fácil manuseio e seguro, para 

a quantificação de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável. 

 

6.2. Espectrofotometria na região do infravermelho 

 

As análises espectrofotométricas que absorvem na região do infravermelho (IV) são 

amplamente empregadas na síntese, transformações orgânicas, na área de química de produtos 

naturais, para a identificação e caracterização de substâncias, sendo estas puras ou na presença 

de impurezas, em que são avaliados os picos dos grupos funcionais presentes na molécula 

através da absorção nas faixas características do espectro (LOPES; FASCIO, 2004). A grande 

parte das análises realizadas por este tipo de técnica está voltada a compostos orgânicos, 

apresentando nos espectros vários picos estreitos, quando comparados às substâncias 

inorgânicas, que resultam em picos largos (JEFFREY et al., 1992). 

Nas bandas em que os grupos funcionais são absorvidos existe uma região denominada 

impressão digital, absorvida a 1400 a 900 cm-1. Nesta região, são apresentadas as características 

próprias para cada molécula, assim é possível alcançar a identidade de um composto através de 

análise comparativa dos espectros da substância em análise com a substância padrão. Além 

dessas propriedades, podem ser visualizadas impurezas presentes na amostra em análise, devido 

ao surgimento de picos extras (HARRIS, 2001; LOPES; FASCIO, 2004). 

O método de espectrofotometria de infravermelho teve embasamento nos trabalhos 

(MORENO; SALGADO, 2012b; TÓTOLI; SALGADO, 2012; VIEIRA; RICARTE; 

SALGADO, 2012a; KOGAWA; SALGADO, 2013; CORRÊA; SALGADO, 2014; KOGAWA 

et al., 2014; DE MARCO; SALGADO, 2016; KOGAWA; MELLO; SALGADO, 2016; 

NATORI; TÓTOLI; SALGADO, 2016; CONSORTTI; SALGADO, 2017; KOGAWA; 

SALGADO, 2017). 

 

6.2.1. Material 

 

Na espectrofotometria de infravermelho foram utilizados CEF SQR e CEF amostra em 

pó liofilizado para solução injetável descritas nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. 

As análises de espectrofotometria de infravermelho foram realizadas em equipamento 

Shimadzu® (Kyoto, Japão), com transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21. O reagente 

utilizado para a confecção das pastilhas foi o brometo de potássio (KBr) das marcas “Synth®” 
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e “Dinâmica®”, ambos de grau analítico. Para confecção, as pastilhas foram prensadas 

utilizando prensador mecânico na força de compressão de 80 kN com tempo de compressão de 

10 minutos. As análises foram obtidas na região espectral compreendida como médio, na faixa 

de absorção a 4000 a 400 cm-1 (com resolução de 2 cm-1), através do software IR Solution™. 

No decorrer do experimento outros equipamentos também foram utilizados: balança 

analítica modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, São Paulo, Brasil), dessecador de vidro e 

estufa de secagem e esterilização modelo 315 SE (Fanem®, São Paulo, Brasil). 

 

6.2.2. Método 

 

Antes do preparo, o KBr foi dessecado até peso constante em estufa a 105 °C. Em 

seguida, foram preparados os diluídos de CEF ou L-arginina (1:100, p/p) em KBr, sendo 

pesadas as massas a partir destes diluídos para a confecção das pastilhas nas concentrações 

utilizadas no método. Para o preparo das pastilhas foi realizada a compressão da mistura de 

CEF ou L-arginina com KBr em prensa manual com força de compressão de 80 kN e tempo de 

compressão de 10 minutos. Na sequência, as pastilhas foram lidas através de equipamento de 

infravermelho Shimadzu® com transformada de Fourier, na faixa de absorção a 4000 a 400    

cm-1. A Figura 24 representa as etapas realizadas para a análise de CEF pelo método de 

espectrofotometria de IV. 

 
Figura 24- Etapas do método de espectrofotometria de absorção no infravermelho. 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

q Força	de	compressão:	80	kN

q Tempo	de	compressão:	10	minutos

Etapa	2	- Preparo	do	diluído	de	CEF
ou	L-arginina	(1:100,	p/p)	em	KBr.
Posteriormente,	a	partir	do	diluído	
foram	preparadas	as	pastilhas	nas	
concentrações	utilizadas	no	método

Etapa	1	- Trituração	e	dessecação	do	KBr a	105 °C até	peso	constante

Etapa	3	- Preparo	das	pastilhasEtapa	4 - Leitura	das	pastilhas

IV	médio	4000	a	400	cm-1

KBr +

Massa	final:
150	mg/pastilha
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6.2.2.1. Preparo da pastilha de CEF SQR 

 

Para o preparo da pastilha, foi pesada a massa de 10,44 mg de CEF SQR (item 4.1), 

preparando uma diluição 1:100 (p/p) em KBr. As concentrações foram preparadas a partir desta 

diluição, pesando-se as massas de 20; 30; 40; 50 e 60 mg e transferindo-as para almofariz e 

pistilo de ágata, sendo trituradas e homogeneizadas com 130; 120; 110; 100 e 90 mg de KBr, 

respectivamente, totalizando ao final 150 mg cada pastilha e possuindo as concentrações finais 

equivalentes a 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg de CEF SQR por pastilha. 

 

6.2.2.2. Preparo da pastilha de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

 

A massa de 17,25 mg de CEF amostra (item 4.2) foi pesada a partir do pool (vinte 

frascos-ampola) para preparar uma diluição 1:100 (p/p) em KBr. As concentrações foram 

preparadas a partir desta diluição, pesando-se as massas de 20; 30; 40; 50 e 60 mg e 

transferindo-as para almofariz e pistilo de ágata, sendo trituradas e homogeneizadas com 130; 

120; 110; 100 e 90 mg de KBr, respectivamente, totalizando ao final 150 mg cada pastilha e 

possuindo as concentrações finais teóricas equivalentes a 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg de CEF 

SQR por pastilha. 

 

6.2.2.3. Preparo da pastilha de L-arginina 

 

Para a confecção da pastilha, foi pesada a massa de 7,25 mg de L-arginina e preparou-

se uma diluição 1:100 (p/p) em KBr; na sequência foi pesada a massa de 40 mg desta diluição, 

a qual foi transferida para almofariz e pistilo de ágata, sendo triturada e homogeneizada com 

110 mg de KBr, totalizando ao final 150 mg cada pastilha e possuindo a concentração final 

teórica equivalente a 0,29 mg de L-arginina por pastilha. 

 

6.2.3. Obtenção da curva analítica 

 

O desenvolvimento da curva analítica de CEF SQR pela técnica de espectrofotometria 

de infravermelho foi preparado utilizando pesagens da diluição (1:100), conforme descrita no 

item 6.2.2.1, sendo preparado análises em triplicata para cada concentração da curva. O branco 

da análise constituiu de KBr e todos ensaios de CEF foram quantificados na região espectral 
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absorvida a 1815-1745 cm-1, atribuída ao grupo carbonila C=O do anel b-lactâmico, sendo 

avaliada sua altura em termos de absorvância. 

 

6.2.4. Cálculo do teor de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

A determinação da concentração em que CEF estava presente nas amostras em pó 

liofilizado para solução injetável foi realizada pela Equação 3 e posteriormente pela Equação 4 

para obter o teor percentual da amostra, citadas no item 6.1.1.5. 

 

6.2.5. Validação do método de infravermelho 

 

O método de espectrofotometria no IV foi validado adequadamente conforme preconiza 

a literatura FDA (1994), BRASIL (2003) e ICH (2005), avaliando-se os parâmetros: 

linearidade, seletividade, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, robustez, 

limites de detecção e de quantificação. 

 

6.2.5.1. Linearidade 

 

Por meio da construção de uma curva analítica, a linearidade foi avaliada a partir da 

média de três curvas preparadas e analisadas em três dias diferentes, utilizando CEF SQR, 

conforme descrito no item 6.2.3. Por meio da obtenção das curvas, a equação da reta foi 

determinada através do estudo de regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados e para 

obtenção dos resultados estatísticos foi utilizada a análise de variância (ANOVA). 

 

6.2.5.2. Seletividade 

 

O parâmetro da seletividade do método de espectrofotometria no IV foi determinado 

com o intuito de verificar a capacidade do método detectar o ingrediente farmacêutico ativo 

(IFA) na presença de possíveis impurezas, provenientes da degradação acelerada realizada com 

a amostra de CEF em pó liofilizado para solução injetável. Foram utilizadas pesagens de CEF 

amostra (item 6.2.2.2) na concentração de 0,4 mg/pastilha, sendo avaliadas em triplicatas após 

o pó da amostra de CEF ser submetido ao calor de 35 e 105 °C por meio de estufa de secagem. 

Os tempos de análise nestas condições foram de 0, 1 e 2 horas. 
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6.2.5.3. Precisão 

 

A precisão desenvolvida para o método espectrofotométrico com absorção na região do 

IV foi avaliada de duas formas, por repetibilidade e precisão intermediária (ICH, 2005).  

 

6.2.5.3.1. Repetibilidade (intradia) 

 

Neste parâmetro de repetibilidade foram preparadas seis pastilhas de CEF SQR na 

concentração de 0,4 mg/pastilha no mesmo dia e em condições de trabalho idênticas. Após a 

comparação dos resultados obtidos foi avaliado o valor do desvio padrão relativo (DPR%). 

 

6.2.5.3.2. Precisão intermediária (interdias e entre analistas) 

 

A precisão intermediária interdia foi determinada pela realização de seis pastilhas, 

analisadas sucessivamente de CEF SQR na concentração de 0,4 mg/pastilha, sendo preparadas 

diariamente para análise em três dias diferentes, empregando as mesmas condições 

experimentais, método, equipamento e analista. Os resultados foram avaliados pelo DPR% e 

por análise de variância (ANOVA). 

A precisão intermediária entre analistas também utilizou seis pastilhas de CEF SQR na 

concentração de 0,4 mg/pastilha, realizadas no mesmo dia, analisadas sucessivamente, mas por 

analistas diferentes, empregando as mesmas condições experimentais, método e equipamento. 

As absorvâncias foram avaliadas pelo DPR% e por análise de variância (ANOVA). 

 

6.2.5.4. Exatidão 

 

Neste parâmetro foi realizado o teste de recuperação para avaliar a exatidão do método, 

em que foram adicionadas quantidades conhecidas de CEF SQR a quantidades conhecidas de 

CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável (ICH, 2005). O preparo das pastilhas para 

o teste de recuperação é apresentado na Tabela 36, ressaltando que o ensaio foi realizado em 

triplicata. A porcentagem de recuperação (R%) foi calculada por meio da Equação 5, referida 

no item 6.1.1.6.3, conforme descrita na literatura (AOAC, 2002). 

 

 



Rodrigues, D. F.                                                                               Análise Quantitativa   |  160 
 

Tabela 36- Preparo das pastilhas para o teste de recuperação do método por espectrofotometria de 
infravermelho para determinação de CEF em pó liofilizado para solução injetável 
 

 CEF amostra 
(mg)a 

CEF SQR 
(mg)a 

Concentração 
teórica final 

(mg/pastilha)b  
Amostra 0,20 --- 0,20 

R1 0,20 0,12 0,32 
R2 0,20 0,20 0,40 
R3 0,20 0,28 0,48 

Padrão --- 0,20 0,20 
aDiluição 1:100 (p/p), em KBr. 
bQuantidade presente na pastilha com massa total de 150 mg. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.2.5.5. Robustez 

 

Nos ensaios de robustez foi avaliada a capacidade da resistência do método sob 

influência de pequenas modificações nas análises. Este parâmetro foi determinado através do 

planejamento fatorial 23. A aplicação de delineamentos experimentais nas análises é muito 

importante para reduzir o erro experimental presente em todos tipos de ensaio. Assim sendo, 

foram realizados dois planejamentos fatoriais 23, um para alterações em níveis inferiores 

(denominados -1) e outro para níveis superiores (denominados 1), em relação à condição normal 

do método (denominados 0). Cada planejamento foi realizado separadamente e em ambos 

experimentos foram avaliadas variações de três fatores nas análises, comparando ao nível 0, no 

qual corresponde aos parâmetros normais pré-estabelecidos no processo. Na Tabela 37 são 

descritos os fatores alterados realizados para os níveis -1 e 1. 

 
Tabela 37- Condições alteradas do parâmetro da robustez do método por espectrofotometria de 
infravermelho realizadas através dos planejamentos fatoriais 23 para os níveis superiores e inferiores 
 

Fatores (-1)a (0)a, b (1)b 

A) Tempo de compressão (minutos) 9 10 11 
B) Força de compressão (kN) 74 80 86 

C) Marca do brometo de potássio (KBr) Dinâmica® Synth® Dinâmica® 
a(-1): Planejamento fatorial 23 para o nível inferior; 
b(1): Planejamento fatorial 23 para o nível superior. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Após definir os parâmetros a serem avaliados, foram elaboradas as matrizes de 

planejamento dos ensaios para o nível inferior e para o nível superior, apresentadas nas Tabelas 

38 e 39, respectivamente. As análises foram realizadas em ordem aleatória e em duplicata para 

cada um dos 8 ensaios, totalizando ao final 16 pastilhas por planejamento. A concentração de 

CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável utilizada nos ensaios foi de 0,4 

mg/pastilha. O planejamento foi realizado conforme descrito na literatura (MONTGOMERY, 

2009; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). 

 
Tabela 38- Matriz de planejamento de ensaios para as variações realizadas com o nível inferior (-1) do 
parâmetro de robustez pelo método de espectrofotometria de infravermelho 
 

Ensaio Fatores 
A B C 

1 0 0 0 
2 -1 0 0	
3 0 -1 0	
4 -1 -1 0	
5 0 0 -1 
6 -1 0 -1	
7 0 -1 -1	
8 -1 -1 -1	

A-C: fatores selecionados; 1-8: número de experimentos; 
0 = Nível normal; -1 = Nível inferior. 
 

Fonte: Adaptada de NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010. 
 
 
Tabela 39- Matriz de planejamento de ensaios para as variações realizadas com o nível superior (1) do 
parâmetro de robustez pelo método de espectrofotometria de infravermelho 
 

Ensaio Fatores 
A B C 

1 0 0 0 
2 1 0 0	
3 0 1 0	
4 1 1 0	
5 0 0 1 
6 1 0 1	
7 0 1 1	
8 1 1 1	

A-C: fatores selecionados; 1-8: número de experimentos; 
0 = Nível normal; 1 = Nível superior. 
 

Fonte: Adaptada de NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010. 
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Os efeitos de referência para o parâmetro da robustez do método, através do 

planejamento fatorial 23, foram calculados pela Equação 8, que exemplifica o cálculo para os 

ensaios 1 e 2, sendo calculados da mesma forma para os demais ensaios. 

 

 

C: =
D1 − 1 	.		E1F +	 D2 − 1 	.		E2F

D1 − 1 +	 D2 − 1  

 

Equação 8 

C:IJKJIêMNOP = 	2,3060	. C: 

 

 

Em que: 

N1 = Número de replicata do ensaio 1 (2, 3, 4, ...) 

S12 = Desvio padrão do ensaio 1 elevado ao quadrado (2, 3, 4, ...) 

2,3060 = Valor de ttab (a 0,05; GL: 8) 

C: = Raiz quadrada do resultado obtido em ef 

 

Para encontrar o valor do efeito de referência no qual são comparados os demais efeitos 

resultantes dos coeficientes de contraste, foi necessário utilizar o valor de ttab reportado na 

literatura (CALLEGARI-JACQUES, 2009), cruzando as informações da tabela da distribuição 

t de Student (teste bilateral de 0,05 de significância com o número de graus de liberdade (GL), 

que são 8 ensaios), obteve-se o valor de 2,3060 para ttab, que posteriormente foi multiplicado 

com o valor resultante da raiz quadrada do efeito, alcançando assim o valor de referência do 

efeito. 

Os resultados obtidos para os fatores alterados foram avaliados pela análise estatística 

de variância (ANOVA), realizada através do software ASSISTAT® versão 7.7 Beta, e por meio 

dos coeficientes de contraste, sendo estes dados posteriormente utilizados para a confecção do 

gráfico de Pareto. A Tabela 40 apresenta como foi feita a elaboração dos coeficientes de 

contraste (MONTGOMERY, 2009; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).  
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Tabela 40- Elaboração dos coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 23 
  

Média dos 
Ensaios 

Efeito Fatorial 

A B C ABa ACa BCa ABCb 

1 - - - + + + - 

2 + - - - - + + 
3 - + - - + - + 

4 + + - + - - - 
5 - - + + - - + 

6 + - + - + - - 
7 - + + - - + - 

8 + + + + + + + 
aAB, AC e BC são efeitos de interação de 2ª ordem; 
bABC é o efeito de interação de 3ª ordem. 
 

Fonte: Adaptada de NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010. 

 

As interações foram realizadas não só entre os três principais efeitos A (tempo de 

compressão - minutos), B (força de compressão - kN) e C (marca do brometo de potássio - 

KBr), mas as três interações de dois fatores AB, AC e BC, e, por fim, o efeito de interação entre 

três fatores ABC. Lembrando que os sinais (+) e (–) aqui utilizados, são apenas sinais 

representativos para se realizarem as comparações entre as interações e alcançarem os valores 

dos efeitos, não influenciando nos valores resultantes dos experimentos. Assim sendo, os efeitos 

médios foram calculados para cada coluna da Tabela 40 sendo determinados pela Equação 9, 

no qual exemplifica para a coluna A, porém para as demais interações B, C, AB, ..., foram 

calculados da mesma forma. O efeito médio de cada variável é a diferença apresentada entre a 

subtração da soma dos valores presentes nos sinais (+) com as dos sinais (–). 
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!(+) 	= 	 R2	 + + R4	 + + R6	 + + R8	(+) 

 

!(−) 	= 	 R1	 − + R3	 − + R5	 − + R7	(−) 

Equação 9 

C:WéYOZ	[C	! = −
\(])

\(^)
 

 

Em que: 

!(+) = Soma de todos os valores presentes nos sinais (+) 

!(−) = Soma de todos os valores presentes nos sinais (−) 

(+) = Sinal representativo para realizar as interações 

(−) = Sinal representativo para realizar as interações 

R = Média das absorvâncias obtidas de cada ensaio realizado (1, 2, 3, 4, ...) 

 

Os resultados apresentados para os efeitos médios deverão ser menores que o valor 

resultante do efeito de referência obtido pela Equação 8, para se inferir que os efeitos obtidos 

com as variações dos parâmetros não foram significativos e, portanto, o método é robusto para 

todos os fatores selecionados. 

 

6.2.5.6. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

Nestes parâmetros foram avaliados os limites de detecção (LD) e os de quantificação 

(LQ) do método, sendo estudos baseados no desvio padrão do intercepto e na inclinação da 

curva analítica (ICH, 2005). Após três análises das pastilhas de CEF SQR, atingindo toda faixa 

de trabalho, os dados foram calculados conforme as Equações 6 e 7 descritas no item 6.1.1.6.5. 

 

6.2.6. Resultados 

  

As faixas de absorção nas regiões espectrais características do espectro de IV de CEF 

SQR e CEF amostra em pó liofilizado de solução injetável foram discutidas na análise 

qualitativa deste trabalho, descrita no item 5.7.3.  
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A região espectral selecionada para quantificar CEF nas análises de espectrofotometria 

de IV é apresentada na Figura 25, sendo a faixa absorvida a 1815-1745 cm-1, atribuída ao grupo 

carbonila C=O do anel b-lactâmico, sendo avaliada sua altura em termos de absorvância. 

 
Figura 25- Espectro de absorção obtido por espectrofotometria de infravermelho de CEF SQR 0,4 mg 
em pastilha de KBr com a região espectral selecionada para quantificação de CEF absorvida a 1815-
1745 cm-1, atribuída ao grupo carbonila C=O do anel b-lactâmico. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
 

 

6.2.6.1. Doseamento de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

Neste estudo foi obtido o teor de CEF amostra através dos cálculos da média de três 

análises realizadas em triplicata das pastilhas de CEF na concentração de 0,4 mg/pastilha de 

KBr e avaliou-se também o DPR% destas análises. O valor do teor de CEF amostra encontrado 

para o método de espectrofotometria de IV foi de 103,86%, com DPR de 0,61%, apresentado 

na Tabela 41. 

 

 

 

  1/cm 
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Tabela 41- Doseamento obtido por espectrofotometria de infravermelho desenvolvido para análise de 
CEF em pó liofilizado para solução injetável 
 

Doseamento 
Dia 1a Dia 2a Dia 3a Média DPb DPR%c 

104,55% 103,29% 103,75% 103,86% 0,63760 0,61 
aMédia de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.2.6.2. Linearidade 

 

Na linearidade do método espectrofotométrico de IV foi utilizado as absorvâncias 

obtidas das concentrações das pastilhas de CEF SQR preparadas em KBr, apresentadas na 

Tabela 42. Deste modo, foi plotado um gráfico referente à curva analítica utilizando o valor 

médio de cada concentração das três curvas analíticas feitas neste parâmetro. O gráfico da curva 

analítica está representado na Figura 26.  

 

Tabela 42- Valores das absorvâncias referentes à análise de CEF SQR para a construção da curva 
analítica do método de espectrofotometria de infravermelho 
 

Concentração 
(mg/pastilha) Absorvânciaa Absorvância média ± DPb DPR%c 

0,2 
0,2880 
0,2710 
0,2680 

0,2757 ± 0,0108 3,91 

0,3 
0,4270 
0,4170 
0,4070 

0,4170 ± 0,0100 2,40 

0,4 
0,5590 
0,5610 
0,5520 

0,5573 ± 0,0047 0,85 

0,5 
0,6870 
0,6900 
0,6930 

0,6900 ± 0,0030 0,43 

0,6 
0,8480 
0,8440 
0,8170 

0,8363 ± 0,0169 2,02 

aValor médio de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 26- Curva analítica do método de espectrofotometria de infravermelho para análise de CEF. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Os resultados estatísticos da curva analítica elaborada para análise de CEF por 

espectrofotometria de IV obtidos pela análise de variância (ANOVA) são apresentados na 

Tabela 43. 

 

Tabela 43- Análise de variância dos valores de absorvâncias determinados utilizando o método de 
espectrofotometria de infravermelho na obtenção da curva analítica de CEF SQR 
 

Fontes de variação 
Graus de 

Liberdade 

Soma de 

Quadrados 
Variância Fcal Ftab 

Entre concentrações 4 5,8335E-01 1,4583723E-01 1370,65* 3,11 

Regressão Linear 1 5,8325E-01 5,8324960E-01 5481,67* 4,75 

Desvio da Linearidade 3 9,9333E-05 3,3111000E-05 0,31 3,26 

Dentro (resíduo) 10 1,0640E-03 1,0640000E-04 - - 

Total 14 5,8441E-01 - - - 

*Significativo para p < 0,05. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.2.6.3. Seletividade 

 

 Na seletividade do método por espectrofotometria de absorção na região do 

infravermelho foi verificada a estabilidade de CEF utilizando o estudo de degradação acelerada 

da amostra de CEF em pó liofilizado para solução injetável e também foi avaliado através da 

sobreposição dos espectros de CEF SQR, CEF amostra e L-arginina observando se o excipiente 

interfere nas análises. Na Figura 27 é apresentada a sobreposição dos espectros de CEF SQR, 

CEF amostra e L-arginina, evidenciando que o excipiente não interferiu nas análises 

quantitativas, uma vez que não possui absorção na faixa da carbonila C=O utilizada para 

quantificação de CEF nos ensaios de infravermelho. 

 
Figura 27- Avaliação da seletividade através da sobreposição dos espectros de absorção obtidos na 
região do infravermelho em pastilhas de KBr de CEF SQR 0,4 mg/pastilha (vermelho), CEF amostra 
0,4 mg/pastilha (preto) e L-arginina 0,29 mg/pastilha (azul). 
 

 
 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 A outra avaliação foi feita expondo a amostra de CEF ao calor de 35 e 105 °C nos 

tempos 0, 1 e 2 horas de análise. Para as duas condições avaliadas ocorreu decréscimo do pico 

da carbonila C=O do anel b-lactâmico da molécula de CEF, o qual foi mensurado e apresentou 

porcentagens de degradação para a condição em 35 °C de 7,29% (1 hora) e 14,47% (2 horas), 

e para a condição em 105 °C obteve-se os valores de 14,92% (1 hora) e 27,08% (2 horas), 

quando comparado os tempos de degradação de 1 e 2 horas ao tempo 0 hora da análise. Outras 

bandas também diminuíram após a exposição ao calor, como a do estiramento de N-H e O-H 

(carboxílico), tais como, as dos picos da carbonila C=O do grupo carboxílico e da amida e do 

C=C do anel b-lactâmico. 

 Os espectros das amostras submetidas às temperaturas de 35 e 105 °C são apresentados 

nas Figuras 28 e 29, respectivamente, sendo possível visualizar a diminuição de alguns picos 

frente ao tempo zero. 
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Figura 28- Espectros de CEF amostra (0,4 mg/pastilha) submetida à temperatura de 35 °C após 2 horas 
de análise. A) Preto: tempo zero; B) Azul: tempo 2 horas. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Figura 29- Espectros de CEF amostra (0,4 mg/pastilha) submetida à temperatura de 105 °C após 2 horas 
de análise. A) Preto: tempo zero; B) Verde: tempo 2 horas. 

 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.2.6.4. Precisão 

 

A precisão do método de espectrofotometria de IV realizada por repetibilidade intradia 

teve seus resultados avaliados através do valor de DPR%. Os dados coletados foram analisados 

e resultou no valor de DPR de 1,15%. 

 Para as precisões interdias e entre analistas, os resultados também foram avaliados 

através do valor do desvio padrão relativo, apresentando para a precisão interdias o valor do 

DPR de 1,23% e para a precisão entre analistas o valor de 2,65%. Na Tabela 44 estão descritos 

os valores obtidos para a precisão interdias e entre analistas avaliadas no método. 

 
Tabela 44- Precisão interdias e entre analistas do método de espectrofotometria de infravermelho para 
análise de CEF 
 

Interdias   Entre analistas 

Dia Absorvância1 DPR%2   Analista Absorvância1 DPR%2 

1 0,551  

  

1 0,571  

2 0,548 1,23   2,65 

3 0,561  2 0,593  
1Média de seis determinações; 2DPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 As precisões interdias e entre analistas foram avaliadas também pela análise de variância 

(ANOVA), sendo seus resultados apresentados nas Tabelas 45 e 46, respectivamente. O cálculo 

foi realizado pelos valores das absorvâncias de seis pastilhas de CEF SQR preparadas para cada 

ensaio. 
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Tabela 45- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para precisão interdias do método 
de espectrofotometria de infravermelho de CEF 
 

Fonte da variação Soma de 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrados 
Médios Fcal Ftab 

Entre grupos 0,000547111 2 0,000273556 1,59301 3,682320 
Dentro dos grupos 0,002575833 15 0,000171722   

      
Total 0,003122944 17    

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 
Tabela 46- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para precisão entre analistas do 
método de espectrofotometria de infravermelho de CEF 
 

Fonte da variação Soma de 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrados 
Médios Fcal Ftab 

Entre grupos 0,001430083 1 0,001430083 2,60070 4,964603 
Dentro dos grupos 0,005498833 10 0,000549883   

      
Total 0,006928917 11    

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

6.2.6.5. Exatidão 

 

Testes de recuperação foram utilizados para a determinação do parâmetro da exatidão 

do método, em que três concentrações na faixa pré-estabelecida foram analisadas e são 

apresentadas na Tabela 47, resultando no valor correspondente à porcentagem média de 

recuperação de 100,83%. 
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Tabela 47- Determinação da exatidão do método de espectrofotometria de infravermelho para análise 
de CEF 
 

 
Concentração 
teórica de CEF 
(mg/pastilha) 

Concentração 
encontrada de 

CEFa,b 
(mg/pastilha) 

Recuperação 
(%) 

Recuperação 
média (%) DPR%c 

R1 0,32 0,324 101,29 

100,83 0,77 R2 0,40 0,405 101,27 

R3 0,48 0,479 99,93 
aMédia de três determinações;  
bQuantidade presente na pastilha com massa total de 150 mg; 
cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.2.6.6. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

A sensibilidade do método foi obtida através dos limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ), resultando em valores de 0,006 mg/pastilha para LD e o 0,019 mg/pastilha 

para LQ, sendo satisfatória para análise por apresentar valores das concentrações inferiores das 

utilizadas no método. 

 

6.2.6.7. Robustez 

 

 Os resultados médios das absorvâncias obtidas nos ensaios com as pequenas 

modificações realizadas no método foram utilizados para calcular os efeitos médios através da 

tabela de coeficientes de contraste. Os planejamentos fatoriais 23 para nível inferior (-1) e para 

nível superior (1), bem como, os cálculos foram realizados separadamente. A Tabela 48 

apresenta os valores dos efeitos médios calculados para cada planejamento realizado na 

avaliação do parâmetro de robustez. 
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Tabela 48- Valores dos efeitos obtidos por meio dos coeficientes de contraste dos planejamentos 
fatoriais 23 dos níveis inferiores e superiores utilizando as médias das absorvâncias dos ensaios 
 

Fator  (-1)a _(+) − _(−)f,g,h  (1)b _(+) − _(−)f,g,h 

Ac  9 min 2,338 - 2,308 = 0,0300  11 min 2,289 - 2,317 = -0,0280 

Bc  74 kN 2,319 - 2,326 = -0,0070  86 kN 2,304 - 2,302 = 0,0020 

Cc  Dinâmica® 2,315 - 2,331 = -0,0160  Dinâmica® 2,306 - 2,301 = 0,0050 

ABd  --- 2,332 - 2,314 = 0,0180  --- 2,307 - 2,299 = 0,0080 

ACd  --- 2,323 - 2,322 = 0,0010  --- 2,317 - 2,290 = 0,0270 

BCd  --- 2,327 - 2,319 = 0,0080  --- 2,294 - 2,313 = -0,0190 

ABCe  --- 2,337 - 2,308 = 0,0290  --- 2,307 - 2,300 = 0,0070 

(-1)a _ Absg 0,580 0,590 0,579 0,583 0,581 0,577 0,569 0,589 

(1)b _ Absg 0,580 0,566 0,585 0,571 0,581 0,577 0,573 0,576 

Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8 
a(-1): Planejamento fatorial 23 para o nível inferior; 
b(1): Planejamento fatorial 23 para o nível superior; 
cA) Tempo de compressão (minutos); B) Força de compressão (kN); C) Marca do brometo de potássio 
(KBr); 
dAB, AC e BC são efeitos de interação de 2ª ordem; 
eABC é o efeito de interação de 3ª ordem; 
fSoma das médias das absorvâncias presentes nos sinais (+) − Soma das médias das absorvâncias 
presentes nos sinais (-); 
g_ Abs: Média das absorvâncias apresentadas para cada ensaio; 
hCritérios de referência calculados: 0,0331 para o teste -1 e 0,0323 para o teste 1. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Por meio do cálculo da Equação 8, foram obtidos os valores empregados como critérios 

de referência dos efeitos, sendo de 0,0331 para o planejamento 23 -1 e de 0,0323 para o 

planejamento 23 1. Posteriormente, os valores obtidos para os efeitos resultantes dos ensaios 

alterados foram comparados aos valores de referência através dos gráficos de Pareto 

apresentados nas Figuras 30 e 31, para os planejamentos -1 e 1, respectivamente. Todos os 

resultados obtidos que estavam negativos foram convertidos para positivo (ex. planejamento -

1, fator B = -0,0070, após conversão ficou B = 0,0070), para uma melhor disposição e avaliação 

no gráfico de Pareto, apresentando os dados somente em uma escala. 
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Figura 30- Gráfico de Pareto do planejamento fatorial 23 do nível inferior comparando os efeitos 
calculados das variáveis e suas interações aos critérios de referência na avaliação do parâmetro de 
robustez do método por espectrofotometria de infravermelho para determinação de CEF. 
 

 
aCritério de referência calculado para o teste -1: 0,0331. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 31- Gráfico de Pareto do planejamento fatorial 23 do nível superior comparando os efeitos 
calculados das variáveis e suas interações aos critérios de referência na avaliação do parâmetro de 
robustez do método por espectrofotometria de infravermelho para determinação de CEF. 
 

 
aCritério de referência calculado para o teste 1: 0,0323. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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As absorvâncias encontradas nos ensaios também foram avaliadas estatisticamente pela 

análise de variância, realizada através do software ASSISTAT® versão 7.7 Beta, sendo 

apresentada na Tabela 49 para o planejamento -1 e na Tabela 50 para o planejamento 1, 

utilizando um nível de significância de 5%. Desta forma, o parâmetro da robustez do método 

ficou comprovado, uma vez que os valores de efeitos não foram significativos para análise. 

 
Tabela 49- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para robustez do método de 
espectrofotometria de infravermelho do planejamento 23 realizado para o nível inferior 
 

Fonte de variação GL SQ QM Fcal Ftab valor-p* 
Fator A 1 0,00023 0,00023 1,0889 5,3177 0,3271 
Fator B 1 0,00001 0,00001 0,0593 5,3177 0,8136 
Fator C 1 0,00006 0,00006 0,3097 5,3177 0,5485 
Interação fator A e B 1 0,00008 0,00008 0,3920 5,3177 0,5929 
Interação fator A e C 1 0,00000 0,00000 0,0012 5,3177 0,9730 
Interação fator B e C 1 0,00002 0,00002 0,0774 5,3177 0,7877 
Interação fator A, B e C 1 0,00021 0,00021 1,0175 5,3177 0,3425 
Tratamentos 7 0,00061 0,00009 0,4209 5,3177 0,8644 
Resíduo 8 0,00165 0,00021 - 3,5005 - 

*Significativo para p < 0,05. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Tabela 50- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para robustez do método de 
espectrofotometria de infravermelho do planejamento 23 realizado para o nível superior 
 

Fonte de variação GL SQ QM Fcal Ftab valor-p* 
Fator A 1 0,00020 0,00020 0,9968 5,3177 0,3472 
Fator B 1 0,00000 0,00000 0,0051 5,3177 0,9447 
Fator C 1 0,00001 0,00001 0,0318 5,3177 0,7825 
Interação fator A e B 1 0,00002 0,00002 0,0814 5,3177 0,8628 
Interação fator A e C 1 0,00018 0,00018 0,9269 5,3177 0,3637 
Interação fator B e C 1 0,00009 0,00009 0,4590 5,3177 0,5171 
Interação fator A, B e C 1 0,00001 0,00001 0,0623 5,3177 0,8090 
Tratamentos 7 0,00050 0,00007 0,3662 5,3177 0,8984 
Resíduo 8 0,00157 0,00020 - 3,5005 - 

*Significativo para p < 0,05. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.2.7. Discussão 

 

Ao contrário de métodos que empregam solventes orgânicos nas análises, a prospecção 

por métodos analíticos que não se utilizam estes tipos de solventes, pode ser a alternativa na 

redução dos impactos gerados por estas atividades ao meio ambiente, através de modificações 
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para redução, prevenção ou eliminação da geração dos resíduos químicos (NOLASCO; 

TAVARES; BENDASSOLLI, 2006; TÓTOLI; SALGADO, 2012; CORRÊA; SALGADO, 

2014; DE MARCO; SALGADO, 2016; KOGAWA; MELLO; SALGADO, 2016; NATORI; 

TÓTOLI; SALGADO, 2016; CONSORTTI; SALGADO, 2017; KOGAWA; SALGADO, 

2017). É neste contexto que foi desenvolvido e validado o método para a análise de CEF por 

espectrofotometria de IV. 

 Testes preliminares em várias concentrações foram desenvolvidos para avaliar as 

melhores condições de análise da CEF, bem como, a faixa a ser utilizada para quantificação do 

fármaco. As pastilhas foram confeccionadas empregando prensador mecânico por compressão 

em aparato de aço inoxidável com características próprias para o preparo da pastilha, 

empregando força de compressão de 80 kN e mantendo o tempo de compressão em 10 minutos. 

Na sequência, ficou definido que a quantificação de CEF deveria ser realizada na faixa do grupo 

carbonila C=O do anel b-lactâmico absorvida a 1815-1745 cm-1, pelo fato de não haver 

interferência com o adjuvante da preparação farmacêutica e também por apresentar um pico 

intenso nos espectros. 

As concentrações selecionadas para serem utilizadas como faixa de trabalho no método 

foram 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg/pastilha de KBr (preparadas a partir da diluição 1:100 p/p do 

fármaco em KBr), sendo definidas por terem apresentado correlação linear nas análises, as quais 

resultaram em um coeficiente de correlação igual a 0,9999. Os dados da curva analítica foram 

analisados estatisticamente por meio da análise de variância (ANOVA), demonstrando que não 

ocorreram desvios significativos para o teste de linearidade utilizando nível de significância de 

5%, assegurando que o método de espectrofotometria de IV é linear. 

 O limite do teor de CEF para produtos injetáveis estabelecido pela USP 37 (2014) é de 

90,0% a 115,0%, deste modo, através dos ensaios de doseamento foi possível determinar a 

quantidade CEF presente na preparação farmacêutica, resultando no valor do teor de 103,86% 

com DPR de 0,61%, estando dentro do limite estabelecido. 

Na seletividade do método foi evidenciado que, após exposição do pó da CEF amostra 

ao calor de 35 e 105 °C, ocorreram perdas das intensidades absorvidas em grupos característicos 

da molécula, como na faixa das carbonilas C=O (anel b-lactâmico, carboxílico e amida), N-H, 

O-H (carboxílico) e nos picos referentes ao grupo C=C do anel b-lactâmico. Em 2 horas de 

análise, a porcentagem de degradação da molécula foi relativamente alta, destacando-se a 

importância de estudos desta natureza já que o conhecimento das perdas apresentadas na 

molécula pode auxiliar na elucidação de compostos, como também em melhorias ou 
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implementação de novas formulações. Ainda neste contexto, o método de espectrofotometria 

de IV foi seletivo, pois o adjuvante L-arginina não interferiu na quantificação de CEF amostra 

em pó liofilizado para solução injetável. 

 Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ), avaliados por meio das curvas 

analíticas, resultaram nos valores de 0,006 e 0,019 mg/pastilha, respectivamente, demonstrando 

que o método é sensível, pois as concentrações utilizadas na validação foram 0,2 a 0,6 

mg/pastilha. 

 Os ensaios realizados para a precisão por repetibilidade (intradia) do método apresentou 

um valor de DPR igual a 1,15%. As demais precisões avaliadas interdias e entre analistas, 

resultaram em valores de DPR de 1,23% e 2,65%, respectivamente, descritas na Tabela 44. Para 

as análises estatísticas das precisões interdias e entre analistas através da ANOVA, os valores 

apresentados foram de Fcal 1,59 e Ftab 3,68 para interdias e de Fcal 2,60 e Ftab 4,96 para entre 

analistas, onde para ambos os valores de Fcal foram menores que o de Ftab, demonstrando que o 

método é preciso, uma vez que não apresentou diferenças significativas a um nível de 

significância de 5%. 

 A exatidão realizada para o método de espectrofotometria de IV, avaliada pela técnica 

de adição nos testes de recuperação, foi comprovada por apresentar o valor médio recuperado 

de 100,83% com DPR de 0,77%, estando dentro da faixa preconizada de 98% a 102% 

(BRASIL, 2003; ICH, 2005, USP 37, 2014). 

 O parâmetro da robustez do método foi avaliado por meio dos planejamentos fatoriais 

23 realizados para o nível inferior (-1) e para o superior (1), pela interação das absorvâncias 

obtidas nos fatores isolados e pela interação entre cada fator. Os resultados dos efeitos médios 

calculados para cada fator ficaram abaixo dos valores de referência calculados para ambos 

planejamentos -1 e 1, ou seja, não apresentaram diferença significativa utilizando p = 0,05, 

conforme apresentado nos gráficos de Pareto, demonstrados nas Figuras 30 e 31, 

respectivamente. O valor de efeito obtido para cada fator foi analisado também pela análise de 

variância, utilizando nível de significância de 5%, para todos os fatores associados e para 

aqueles realizados isoladamente o resultado apresentou valor de Fcal menor que Ftab, 

evidenciando que as modificações aplicadas para as análises de robustez não interferiram 

significativamente nos ensaios. Assim sendo, foi possível comprovar a robustez do método de 

espectrofotometria de IV proposto para a determinação de CEF. 

   Em análise nos bancos de dados foram reportados poucos artigos para análise da CEF 

por espectrofotometria de IV (ZHANG; FENG; HU, 2008; EL-RABBAT et al., 2012; 

FERDOUS et al., 2015). Foi encontrado na literatura que somente um artigo empregou análises 



179  |   Análise Quantitativa                                                                               Rodrigues, D. F. 
 

 

 

para quantificação de CEF por espectrofotometria de IV (BUGAY; NEWMAN; FINDLAY, 

1996). Porém, a análise utilizada por estes autores foi voltada à caracterização de duas formas 

de CEF mono e diidratada em comparação com a técnica de difração de raios X. Os demais 

artigos foram somente para a avaliação qualitativa do fármaco. 

Neste estudo foi desenvolvido e validado o método por espectrofotometria de absorção 

na região médio do IV, apresentando resultados relevantes e cumprindo todos os parâmetros 

determinados pelos órgãos oficiais (ICH, 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 

37, 2014). O método desenvolvido para a quantificação de CEF em pó liofilizado para solução 

injetável por espectrofotometria de IV pode ser incorporado para a análise do fármaco no 

controle de qualidade industrial, visando sempre a redução na geração de resíduos, a fim de 

minimizar os impactos ambientais, bem como, agilidade nos ensaios e custo acessível.  

 

6.3. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

A CLAE se destaca por apresentar algumas características importantes para a análise, 

dentre elas podemos citar a rápida velocidade na separação dos compostos, o grande poder de 

resolução, capacidade de quantificação exata, permitindo ainda análises repetitivas e 

reprodutivas com a mesma coluna, além de possibilitar a utilização de várias fases móveis e 

estacionárias (JEFFERY et al., 1992). 

 O desenvolvimento do método de CLAE teve embasamento nos trabalhos (SALGADO 

et al., 2005; TOZO; SALGADO, 2006; LOPES; SALGADO, 2008; MORENO; SALGADO, 

2008; LOPES; SALGADO, 2009; SALGADO; MORENO; GARG, 2009; CAZEDEY et al., 

2009; BONFILIO et al., 2009; CAZEDEY et al., 2011; VIEIRA; SALGADO, 2011; 

MORENO; SALGADO, 2012a; CORRÊA et al., 2012; SILVA; SALGADO, 2012; TÓTOLI; 

SALGADO, 2014; PEDROSO; SALGADO, 2014a; RUGANI; SALGADO, 2014; TÓTOLI; 

SALGADO, 2015b), dando continuidade à linha de pesquisa da orientadora Profa. Dra. Hérida 

R. N. Salgado do Laboratório de Controle de Qualidade Microbiológico da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP de Araraquara. 

 

6.3.1. Material 

 

 No método cromatográfico foram utilizadas CEF SQR (item 4.1) e CEF amostra em pó 

liofilizado para solução injetável (item 4.2).  
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 Para o preparo das soluções e das fases móveis foi utilizado água ultrapura obtida do 

equipamento Milli-Q® (Direct-Q® 3, Merck Millipore, Alemanha). O solvente constituinte da 

fase móvel foi o etanol da marca J.T. Baker, grau CLAE. Para os estudos de degradação forçada, 

foram utilizados os seguintes solventes: solução de ácido clorídrico (Synth®) 0,1 M, solução de 

hidróxido de sódio (Cinética®) 0,001 M e solução de peróxido de hidrogênio (Vetec Química 

Fina®) 0,05%. Todas as soluções foram filtradas através de membrana de 0,45 µm (Pall 

Corporation, Michigan, EUA) antes de serem injetadas. 

 O cromatógrafo utilizado para a realização das análises de cromatografia líquida foi 

Waters, modelo 1525 (Waters Chromatography Systems, Califórnia, EUA), conectado a 

detector de UV/VIS Waters 2487 e injetor manual 7725i com loop de 20 µL (Rheodyne Breeze, 

Califórnia, EUA). Foi utilizado para separação cromatográfica através de condições isocráticas 

de fase reversa a coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 µm) Phenomenex® (Torrance, Califórnia, 

EUA). 

 Outros materiais e equipamentos utilizados no decorrer da análise: banho ultrassônico 

modelo USC2800A (Unique, São Paulo, Brasil); banho de aquecimento modelo Q334M 

(Quimis®, São Paulo, Brasil); balança analítica modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, São 

Paulo, Brasil); micropipetador modelo Research® Plus 100-1000 µL (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha); câmara UV com espelhos em seu interior, equipada com lâmpada UVC (254 nm). 

 

6.3.2. Método 

 

 Os testes preliminares foram realizados com o objetivo de encontrar condições 

favoráveis para a quantificação de CEF em pó liofilizado para solução injetável, bem como 

reduzir a assimetria do pico, danos à coluna cromatográfica e geração de resíduos, testando-se 

diferentes colunas, fases móveis e outros parâmetros cromatográficos, representados na Tabela 

51.  
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Tabela 51- Condições cromatográficas testadas para o desenvolvimento de método por CLAE para 
quantificação de CEF em pó liofilizado para solução injetável 
 

Parâmetros Descrição 

Fases móveis 

Água : etanol (70:30, v/v) 

Água : etanol (50:50, v/v) 
Água : etanol (45:55, v/v) 

Água : etanol (45:55, v/v) pH ajustado para 4,5 com 
ácido acético glacial 

Colunas analíticas 
Luna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm) 

Zorbax Eclipse Plus C18 Agilent® (150 x 4,6 mm; 5 µm) 

Vazões (mL/min) 
0,5 
1,0 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Após uma varredura em detector de UV, o comprimento de onda foi pré-selecionado 

em 258 nm. Depois da realização das análises com parâmetros diferentes, foram estabelecidas 

as condições ideais para a realização da quantificação de CEF por CLAE. Na Tabela 52 são 

apresentados os parâmetros estabelecidos do método desenvolvido para as análises de CLAE. 

 
 
Tabela 52- Parâmetros estabelecidos para o método de CLAE nas análises de CEF SQR e CEF amostra 
em pó liofilizado para solução injetável 
 

Parâmetros Descrição 

Fase móvel Água : etanol (45:55, v/v) 

Coluna Luna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm) 

Detecção 258 nm 

Vazão 0,5 mL/min 

Volume de injeção 20 µL 

Temperatura 25 °C ± 2 

Tempo de retenção 4,99 minutos 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

 

 Para o preparo da solução de CEF SQR foi pesada a massa de 10,44 mg e transferida 

para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, 

obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As concentrações foram preparadas a 

partir desta solução-mãe, sendo retiradas alíquotas de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL e 

transferidas para balão volumétrico de 10 mL completados com água purificada, atingindo as 

concentrações finais de 10; 20; 30; 40; 50; 60 e 70 µg/mL, respectivamente. Todas as soluções 

foram filtradas em membrana de 0,45 µm antes de serem injetadas. 

 

6.3.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

 

 Os vinte frascos-ampola utilizados para o ensaio de peso médio citado no item 5.2 foram 

acondicionados em uma única embalagem para a formação de um pool das amostras de CEF 

em pó liofilizado para solução injetável. Para o preparo da solução de CEF amostra (item 4.2) 

foi pesada a partir do pool a massa de 17,25 mg equivalente a 10,00 mg de CEF e transferida 

para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, 

obtendo solução-mãe na concentração teórica de 100 µg/mL. As concentrações foram 

preparadas a partir desta solução-mãe descritas no item 6.3.2.1. Todas as soluções foram 

filtradas em membrana de 0,45 µm antes de serem injetadas. 

 

6.3.2.3. Preparo da fase móvel 

 

 A fase móvel utilizada foi constituída por uma mistura de água purificada : etanol (J.T. 

Baker) no proporção de 45:55, v/v, sendo o solvente utilizado de grau CLAE. A fase móvel foi 

submetida à filtragem sob vácuo por membrana de nylon com poro de 0,45 µm e 47 mm de 

diâmetro (Millipore®) e desgaseificada em banho ultrassônico (Unique, São Paulo, Brasil) 

durante 30 minutos antes do uso. 

 

6.3.3. Cálculo do teor de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

 O cálculo para determinar a concentração em que o CEF estava presente nas amostras 

em pó liofilizado para solução injetável foi realizado pela Equação 3 e posteriormente pela 
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Equação 4 para obter o teor percentual da amostra, citadas no item 6.1.1.5, utilizando o dado 

da área absoluta obtida pelo método CLAE. 

 

6.3.4. Validação do método desenvolvido para CLAE 

 

 Os parâmetros avaliados para a validação do método de CLAE foram: conformidade do 

sistema, linearidade, seletividade, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, 

robustez, limites de detecção e de quantificação. O método foi validado de acordo com o 

preconizado pelas literaturas FDA (1994), BRASIL (2003) e ICH (2005). 

 

6.3.4.1. Linearidade 

 

 Para a curva analítica foi utilizada uma faixa de trabalho de 7 pontos, preparada a partir 

da solução de CEF SQR na concentração de 100 µg/mL (solução-mãe). Desta forma, foram 

transferidas alíquotas de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 mL da solução-mãe para balões 

volumétricos de 25 mL completando o volume final com água purificada, obtendo-se, 

respectivamente, concentrações de 10; 20; 30; 40; 50; 60 e 70 µg/mL. As curvas foram 

preparadas e analisadas durante três dias. Após a obtenção das curvas, foi determinada a 

equação da reta pelo estudo de regressão linear, por meio do método dos mínimos quadrados e, 

para os parâmetros estatísticos, os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA). 

 

6.3.4.2. Conformidade do sistema (System suitability) 

 

 Durante o desenvolvimento de um método analítico existem alguns testes que devem 

ser realizados para obter alguns parâmetros antes da validação, estes ensaios são chamados de 

conformidade do sistema ou system suitability. Segundo a ICH (2005), esses testes são de suma 

importância para que o método a ser desenvolvido possa garantir o alto desempenho nas 

análises. 

 O teste de conformidade do sistema cromatográfico foi avaliado após ser analisada a 

solução de CEF SQR na concentração de 40 µg/mL em sextuplicata. Em seguida, foram 

avaliados os parâmetros: tempo de retenção (tR) e área do pico, e calculados segundo a USP 37 

(2014), o número de pratos (N), assimetria do pico (AS) e fator de retenção (k). Para cada 
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parâmetro foi calculado e analisado o valor de DPR%. Os valores de tR e área do pico 

cromatográfico foram fornecidos pelo software do equipamento de CLAE utilizado.  

 A assimetria do pico (AS) ou fator de cauda como também é conhecido é a medida da 

proporção entre as duas partes de um pico cromatográfico no sentido longitudinal. É calculada 

pela medida da largura do pico na base a 5% da altura do pico (W0,05) e pela distância entre o 

início do pico até máximo do pico (f), conforme apresentado na Equação 10 e representado na 

Figura 32 (USP 37, 2014). 

 

As = 	
Wc,cd

2	. f  

Equação 10 

 

Em que: 

AS = Assimetria do pico 

W0,05 = Largura do pico na base a 5% da sua altura 

f = Distância entre o máximo do pico e a linha de base 

 

 

Figura 32- Medidas relacionadas à determinação da assimetria do pico cromatográfico (AS), calculada 
pela Equação 10. 
 

 
 

Fonte: Adaptada de USP 37, 2014. 
 

 

 O fator de retenção (k) é a medida da posição do pico de interesse relativo ao composto 

não retido, sendo calculado pela Equação 11 (USP 37, 2014). 

 

Frontal Cauda 

Pico máximo 
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k = 	
th − ti
ti

 

Equação 11 

 

Em que:  

k = Fator de retenção 

tR = Tempo de retenção do pico de interesse   

tM = Tempo do composto não retido (volume morto) 

 

 O número de pratos (N) é definido como uma medida da eficiência da coluna 

cromatográfica e é calculado pela Equação 12 (USP 37, 2014). 

 

N = 16	.
tR
W

2
 

Equação 12  

 

Em que:  

tR = Tempo de retenção da substância analisada  

W = Largura do pico medido na sua base 

 

6.3.4.3. Seletividade 

 

 Para avaliar se existe alguma interferência de produtos de degradação na quantificação 

do CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável pelo método de CLAE, foi realizada a 

verificação do parâmetro seletividade. Foram utilizadas soluções de CEF amostra na 

concentração de 40 µg/mL, sendo submetidas às degradações aceleradas por condições ácida, 

alcalina, neutra, oxidativa e fotolítica. 

 No preparo das soluções de CEF amostra para os estudos acelerados de degradação 

foram utilizados os solventes HCl 0,1 M, NaOH 0,001 M e H2O2 0,05%, para as condições de 

estresse ácida, alcalina e oxidativa, respectivamente. Optou-se por trabalhar com NaOH 0,001 

M e H2O2 0,05%, pois o fármaco degradava rapidamente quando foi submetido ao NaOH 0,1 

M; NaOH 0,01 M; H2O2 3%; H2O2 0,3% e H2O2 0,1%. Para as condições neutra e fotolítica as 

soluções de CEF amostra foram preparadas utilizando como solvente água purificada. Todas 

amostras foram aquecidas a 60 °C, com exceção da condição fotolítica, que foi induzida através 
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da exposição à luz ultravioleta (UVC, 254 nm) em temperatura ambiente (25 ± 2 °C). Vale 

ressaltar que todas as amostras foram injetadas no equipamento em concentrações de 40 µg/mL. 

Os tempos de análise nestas condições foram de 0; 0,5; 1,5; 3 e 6 horas. 

 

6.3.4.4. Precisão 

 

 A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas 

da amostragem múltipla de uma mesma amostra. A precisão do método desenvolvido para 

CLAE foi avaliada sob duas maneiras por repetibilidade e a precisão intermediária (ICH, 2005).  

 

6.3.4.4.1. Repetibilidade (intradia) 

 

 Na precisão por repetibilidade foram realizadas sete injeções da solução de CEF SQR 

na concentração de 40 µg/mL, no mesmo dia e em condições de trabalho idênticas. O valor do 

desvio padrão relativo (DPR%) foi analisado entre a comparação das determinações ensaiadas. 

 

6.3.4.4.2. Precisão intermediária (interdias e entre analistas) 

 

 Para a precisão intermediária interdia foram realizadas sete determinações sucessivas da 

solução aquosa de CEF SQR na concentração de 40 µg/mL, onde foram preparadas diariamente, 

para análise em três dias diferentes, empregando as mesmas condições experimentais, método, 

equipamento e analista. Os resultados foram avaliados pelo DPR% e por análise estatística de 

variância (ANOVA).  

 Por outro lado, a precisão intermediária entre analistas também utilizou sete 

determinações sucessivas da solução de CEF SQR na concentração de 40 µg/mL, foram 

realizadas no mesmo dia, mas por analistas diferentes, empregando as mesmas condições 

experimentais, método e equipamento. As áreas dos picos cromatográficos foram avaliadas pelo 

DPR% e por análise estatística de variância (ANOVA). 

 

6.3.4.5. Exatidão 

 

 Para avaliar a exatidão do método foi realizado o ensaio de recuperação, na qual 

quantidades conhecidas de CEF SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de CEF 

amostra em pó liofilizado para solução injetável (ICH, 2005). A recuperação foi realizada em 
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triplicata e as soluções foram preparadas segundo a Tabela 53. A porcentagem de recuperação 

(R%) foi calculada conforme a literatura (AOAC, 2002) por meio da Equação 5 descrita no 

item 6.1.1.6.3. 

 
Tabela 53- Preparo das soluções para o teste de recuperação do método por CLAE 
 

 
CEF amostra 
(100 µg/mL) 

(mL) 

CEF SQR 
(100 µg/mL) 

(mL) 

Concentração 
teórica final 

(µg/mL)a  

Amostra 2,0 --- 20 

R1 2,0 1,2 32 
R2 2,0 2,0 40 

R3 2,0 2,8 48 
Padrão --- 2,0 20 

aBalão volumétrico de 10 mL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.3.4.6. Robustez 

  

A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas 

variações nas condições estabelecidas, indicando confiança nos parâmetros normais das 

análises de CLAE para obtenção do teor da CEF. 

 Para a realização da robustez foram avaliadas pequenas variações dos parâmetros pré-

definidos como: marca da coluna cromatográfica, vazão, marca do solvente etanol, proporção 

da fase móvel, fonte do solvente de diluição (preparo das soluções de CEF SQR e CEF amostra), 

comprimento de onda e temperatura. Essas variações foram avaliadas concomitantemente 

através do planejamento fatorial de Plackett-Burman, onde é realizada uma matriz de 15 ensaios 

variando 7 parâmetros em nível superior e inferior. Todos os resultados obtidos de cada 

parâmetro foram calculados usando a metodologia proposta por Youden e Steiner (1975). 

 Na Tabela 54 é representada a combinação fatorial utilizada no teste Plackett-Burman, 

sendo que as letras de A a G representam os fatores selecionados; os números 1 a 15 

representam o número de experimentos (2n + 1), em que n é o número de fatores, no qual 0 

corresponde aos parâmetros normais pré-estabelecidos no processo, enquanto que os 1 e -1 são 

os níveis superiores e inferiores a esses parâmetros. 
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Tabela 54- Avaliação da robustez utilizando o planejamento experimental de Plackett-Burman 
 

Parâmetro Combinação Fatorial 
Analítico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

A 1 1 1 0 1 0 0 0 -1 -1 -1 0 -1 0 0 
B 0 1 1 1 0 1 0 0 0 -1 -1 -1 0 -1 0 
C 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 -1 -1 -1 0 -1 
D 1 0 0 1 1 1 0 0 -1 0 0 -1 -1 -1 0 
E 0 1 0 0 1 1 1 0 0 -1 0 0 -1 -1 -1 
F 1 0 1 0 0 1 1 0 -1 0 -1 0 0 -1 -1 
G 1 1 0 1 0 0 1 0 -1 -1 0 -1 0 0 -1 

A-G: fatores selecionados; 1-15: número de experimentos onde 2n + 1, em que n = número de fatores; 
1, 0, -1: níveis dos fatores. 
 

Fonte: BERZAS et al., 2004; PEDROSO; SALGADO, 2014a. 
 

 

 A confiabilidade do teste de robustez está interligada com a escolha das variáveis a 

serem ensaiadas, como: os fatores e os níveis, sendo condizentes com a realidade prática onde 

os níveis devem ser modificados conforme a necessidade observada. Para a avaliação da 

robustez deste trabalho foram escolhidos alguns fatores e níveis de variação que podem ser 

observados na Tabela 55. 

 
Tabela 55- Variáveis selecionadas para avaliação da robustez no método de CLAE 
 

Fator Unidade Limite Condição 
variada (1) 

Condição 
normal (0) 

Condição 
variada (-1) 

A) Marca da coluna --- --- Agilent Phenomenex Akzo Nobel 
B) Vazão da fase móvel mL/min ± 2 0,52 0,50 0,48 

C) Marca do etanol --- --- Tedia J. T. Baker Tedia 
D) Proporção da fase 
móvel %, v/v ± 2 43:57 45:55 47:53 

E) Fonte do solvente de 
diluição (SQR e amostra) --- --- Água 2b Água 1a Água 2b 

F) Comprimento de onda nm ± 2 260 258 256 

G) Temperatura da sala °C ± 2 27 25 23 
1 = Nível superior; 0 = Nível normal; -1 = Nível inferior; 
aÁgua 1: Água purificada coletada no próprio laboratório da pesquisa; 
bÁgua 2: Água purificada coletada no laboratório de farmacotécnica. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Para a determinação da robustez os ensaios foram realizados em triplicata, sendo 

injetadas soluções aquosas de CEF SQR e CEF amostra na concentração de 40 µg/mL, sob 

condições experimentais idênticas. 

 Na avaliação dos dados obtidos da robustez são comparadas as condições normais, que 

são representadas pela média do doseamento dos três ensaios obtidos para o parâmetro normal, 

com as médias das análises correspondentes aos níveis alterados realizados em triplicata, 

identificando se houve ou não a influência de cada parâmetro no resultado final da robustez. 

 O efeito médio de cada variável é a diferença média entre as observações determinadas 

nos níveis extremos e aqueles determinados no nível ideal. Para calcular o desvio de cada fator 

foi utilizada a metodologia de Youden e Steiner.  

 Como pode ser visto, na Equação 13 é exemplificada a avaliação do efeito da alteração 

do parâmetro A- Marca da coluna, do mesmo modo os outros parâmetros também foram 

avaliados (BERZAS et al., 2004; PEDROSO; SALGADO, 2014a). 

 

 

2	l	E > DA  

Equação 13 

Em que: 

E = 	
2
7	(>!

F +	>oF +	>0F +	>>F +	>pF +	>qF +	>rF) 

 

Sendo que:  

A diferença entre os valores normais e os valores alterados em módulo (DA, DB, DC, 

etc...) deverá ser menor que o valor resultante de 2	l	E para se inferir que os efeitos obtidos 

com as variações dos parâmetros não foram significativos e, portanto, o método é robusto para 

todos os fatores selecionados. 

 

6.3.4.7. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

 Os limites de detecção (LD) e os de quantificação (LQ) são estudos que se baseiam no 

desvio padrão do intercepto e na inclinação da curva analítica (ICH, 2005). Após três análises 

das soluções de CEF SQR atingindo toda faixa de trabalho, os dados foram calculados conforme 

as Equações 6 e 7 descritas no item 6.1.1.6.5. 
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6.3.5. Resultados 

 

 Os testes preliminares citados na Tabela 51 que foram realizados no desenvolvimento 

do método de CLAE para a quantificação de CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado para 

solução injetável apresentaram alguns resultados que foram levados em conta para a definição 

dos parâmetros finais do método. 

 As análises realizadas com a coluna cromatográfica Zorbax Eclipse Plus C18 Agilent® 

(150 x 4,6 mm; 5 µm) não apresentaram picos muito simétricos e sua pressão se manteve dentro 

do limite estabelecido pelo equipamento (4000 psi), por outro lado a coluna Luna C18 

Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm) apresentou picos mais simétricos e também se manteve 

bem abaixo do limite da pressão, sendo, portanto, escolhida para a validação do método. 

 Para a escolha da vazão foram realizados testes com 1,0 mL/min e 0,5 mL/min, neste 

caso optou-se por trabalhar com a última vazão, já que com 1,0 mL/min o tempo de retenção 

ficou próximo ao tempo do composto não retido (volume morto), tornando o seu uso 

inadequado. 

 Durante os testes preliminares foram testadas quatro fases móveis com vazão de 0,5 

mL/min, sendo obtidos tempos de retenção próximos uns dos outros. As fases móveis água : 

etanol (70:30, v/v); (50:50, v/v); (45:55, v/v) e (45:55, v/v) com pH ajustado para 4,5 com ácido 

acético glacial apresentaram os seguintes tempos de retenção: 5,15; 5,00; 4,99 e 4,91, 

respectivamente. Para a escolha da fase móvel, foram observados os cromatogramas e levados 

em consideração alguns fatores como assimetria do pico, cauda frontal e que fosse mais simples 

possível, sem utilização de solventes tóxicos. Desta forma, a fase móvel escolhida foi água : 

etanol (45:55, v/v). A fase móvel escolhida não necessitou do ajuste de pH, porém, para nível 

de conhecimento o pH dela foi medido, resultando no valor de 5,84. 

 Na Figura 33 é apresentado o cromatograma da solução aquosa de CEF SQR em 

concentração de 40 µg/mL com os parâmetros escolhidos para a utilização no método. 
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Figura 33- Cromatograma de CEF SQR (40 µg/mL) obtido pelo método cromatográfico proposto. Fase 
móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm). 
Vazão: 0,5 mL/min. Comprimento de onda: 258 nm. Tempo de retenção: 4,99 minutos. 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A sobreposição dos cromatogramas das soluções aquosas de CEF SQR e CEF amostra 

na forma farmacêutica em concentração de 40 µg/mL é apresentada na Figura 34. 

 
Figura 34- Sobreposição dos cromatogramas obtidos por CLAE das soluções de CEF SQR e CEF 
amostra (40 µg/mL). Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® 
(250 x 4,6 mm; 5 µm). Vazão: 0,5 mL/min. Comprimento de onda: 258 nm. Tempo de retenção: 4,99 
minutos. 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

CEF SQR 
CEF amostra 
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6.3.5.1. Doseamento de CEF pó liofilizado para solução injetável 

 

 O teor de CEF amostra foi realizado através dos cálculos da média de três análises 

realizadas em triplicata da solução aquosa CEF na concentração de 40 µg/mL e avaliou-se 

também o DPR% destas análises. Na Tabela 56 é possível observar o valor do teor de 106,31% 

referente à quantidade de CEF presente na amostra e o valor de DPR de 0,28%.  

 
Tabela 56- Teores obtidos por sistema cromatográfico desenvolvido para análise de CEF em pó 
liofilizado para solução injetável 
 

Teor 
Dia 1a Dia 2a Dia 3a Média DPb DPR%c 

106,20% 106,64% 106,09% 106,31% 0,292513 0,28 
aMédia de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
 
6.3.5.2. Conformidade do sistema (System suitability) 

 

 A conformidade do sistema foi avaliada através de alguns parâmetros, como: tempo de 

retenção (tR), área do pico, número de pratos (N), assimetria do pico (AS) e fator de retenção 

(k). Na Tabela 57, é possível observar os resultados obtidos para a conformidade do sistema.  

 

Tabela 57- Parâmetros avaliados na conformidade do sistema cromatográfico desenvolvido para análise 
de CEF em pó liofilizado para solução injetável 
 

Parâmetros avaliados 

 Assimetria 
(≤ 2,0) 

Fator de 
retenção 
(> 2,0) 

Número de 
pratos 

(> 2000) 

Tempo de 
retenção 

(min) 
Área 

 

0,66 2,26 6936,09 4,997 2584224 
0,65 2,31 6919,44 4,991 2575847 
0,66 2,31 6930,56 4,995 2555261 
0,66 2,26 6933,29 4,996 2581572 
0,66 2,31 6919,44 4,991 2589774 
0,66 2,31 6930,56 4,995 2561022 

Média 0,66 2,29 6928,23 4,994 2574617 
DPR%a 0,62 0,97 0,10 0,05 0,53 

aDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3.5.3. Seletividade 

 

 Neste parâmetro foi possível verificar as propriedades indicadoras de estabilidade do 

método proposto, frente ao estudo de degradação acelerada da amostra de CEF em pó para 

solução injetável. Para todas as condições de estresse avaliadas ocorreram decréscimos do pico 

de CEF e na maioria dos casos a formação de novos picos nos cromatogramas foi observada. 

As porcentagens de degradação dos picos da CEF para as condições analisadas foram 26,5% 

para ácida, 39,4% para alcalina, 10,9% para neutra, 97,5% para oxidativa e 3,0% para fotolítica, 

quando comparadas nos tempos de degradação 0 e 6 horas. A amostra foi mais estável em 

condição fotolítica e apresentou maior degradação em condição oxidativa. 

 Os cromatogramas com as degradações ácida, alcalina, neutra, fotolítica e oxidativa são 

apresentados nas Figuras 35, 36, 37, 38 e 39, respectivamente, sendo possível a visualização 

dos picos adicionais correspondentes aos produtos de degradação e pico principal do CEF no 

tempo de retenção de 4,99 minutos. 

 
Figura 35- Cromatograma de CEF amostra (40 µg/mL) submetido à degradação ácida (HCl 0,1 M) após 
6 horas a 60 °C. Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® (250 
x 4,6 mm; 5 µm). A) Preto: tempo zero; B) Azul: tempo 6 horas. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 36- Cromatograma de CEF amostra (40 µg/mL) submetido à degradação alcalina (NaOH 0,001 
M) após 6 horas a 60 °C. Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 
Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm). A) Preto: tempo zero; B) Azul: tempo 6 horas. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 
 

Figura 37- Cromatograma de CEF amostra (40 µg/mL) submetido à degradação neutra (água) após 6 
horas a 60 °C. Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® (250 x 
4,6 mm; 5 µm). A) Preto: tempo zero; B) Azul: tempo 6 horas. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 38- Cromatograma de CEF amostra (40 µg/mL) submetido à degradação fotolítica (luz UVC 
254 nm) após 6 horas em temperatura ambiente (25 ± 2 °C). Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase 
estacionária: Luna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm). A) Preto: tempo zero; B) Azul: tempo 6 
horas. 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 
 

Figura 39- Cromatograma de CEF amostra (40 µg/mL) submetido à degradação oxidativa (H2O2 0,05%) 
após 6 horas a 60 °C. Fase móvel: água : etanol (45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® 
(250 x 4,6 mm; 5 µm). A) Preto: tempo zero; B) Azul: tempo 6 horas. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3.5.4. Linearidade 

 

 Na Tabela 58 são apresentados os valores das áreas da faixa de concentrações obtidos 

para a curva analítica de CEF SQR. 

 

Tabela 58- Valores das áreas referentes ao pico de CEF SQR para a construção da curva analítica de 
CLAE 
 

Concentração (µg/mL) Áreasa (AU) Área média ± DPb DPR%c 

10 
654909 
643359 
641785 

646684 ± 7166,04 1,11 

20 
1323954 
1325649 
1304485 

1318029 ± 11760,59 0,89 

30 
1987909 
1975024 
1969166 

1977366 ± 9588,71 0,48 

40 
2654625 
2676116 
2618329 

2649690 ± 29207,73 1,10 

50 
3335592 
3294650 
3283809 

3304684 ± 27310,60 0,83 

60 
3957600 
3970444 
3949150 

3959065 ± 10722,45 0,27 

70 
4675823 
4630222 
4612520 

4639521 ± 32660,02 0,70 

aValor médio de três determinações; bDP = Desvio Padrão; cDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 A linearidade foi observada dentro da faixa de concentrações de 10 a 70 µg/mL, em que 

cada valor médio das áreas absolutas obtidas foi disposto num gráfico em relação à respectiva 

concentração para determinação da curva analítica. Estes resultados são apresentados na Figura 

40. 
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Figura 40- Curva analítica do CEF SQR obtida pelo método cromatográfico. Fase móvel: água : etanol 
(45:55, v/v). Fase estacionária: Luna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm). 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 A Tabela 59 mostra os dados da análise estatística da curva analítica de CEF SQR 

realizada através da ANOVA. 

 
Tabela 59- Análise de variância dos valores de área determinados utilizando o método por CLAE na 
obtenção da curva analítica de CEF SQR 
 

Fontes de 
variação 

Graus de 
liberdade Soma de quadrados Variância Fcal Ftab 

Entre 
concentrações 6 37019647054114,30 6169941175685,72 14104,03* 2,85 

Regressão 
linear 1 37017982360319,80 37017982360319,80 84620,40* 4,60 

Desvio da 
linearidade 5 1664693794,52 332938758,90 0,761074 2,96 

Resíduo 14 6124430392,22 437459313,73 - - 

Total 20 37025771484506,50 - - - 

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3.5.5. Precisão 

 

 Na precisão do método por repetibilidade intradia, os resultados foram determinados 

com base no desvio padrão relativo. Sete soluções aquosas de CEF SQR, preparadas na 

concentração de 40 µg/mL, foram submetidas a análises sucessivas, e os dados obtidos no 

mesmo dia, sob as mesmas condições experimentais, laboratório e analista, apresentaram o 

valor de DPR igual a 0,38%.  

 Para a determinação da precisão interdias realizaram-se análises de sete soluções de 

CEF SQR preparadas na concentração de 40 µg/mL, em três dias consecutivos, sendo preparada 

uma nova solução-mãe por dia, obtendo-se valores de DPR de 0,15%. Na precisão entre 

analistas, foram avaliadas também sete soluções de CEF SQR preparadas por analistas 

diferentes, na concentração de 40 µg/mL, obtendo-se valores de DPR de 0,43%. A Tabela 60 

apresenta os dados obtidos para as análises de precisão utilizando o método de CLAE. 

 
Tabela 60- Precisão interdias e entre analistas do método analítico para determinação de CEF por CLAE 
 

Interdias   Entre analistas 

Dia Área1 DPR%2   Analista Área1 DPR%2 

1 2664659 

0,15   

1 2485182 

0,43 2 2669815   

3 2661916 2 2469974 
1Média de sete determinações; 2DPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 A análise estatística de variância (ANOVA) foi utilizada para calcular os resultados 

obtidos nas precisões interdias e entre analistas, comparando as áreas das sete soluções 

realizadas em cada dia de experimento por análise, como apresentado nas Tabelas 61 e 62, 

respectivamente. 
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Tabela 61- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para precisão interdias 
 

Fonte da variação SQ GL QM Fcal valor-p Ftab 
Entre grupos 225174970,6 2 112587485,3 0,32569 0,726197408 3,554557 
Dentro dos grupos 6222444138 18 345691341    
       
Total 6447619109 20     
*Significativo para p < 0,05. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
Tabela 62- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) para precisão entre analistas 
 

Fonte da variação SQ GL QM Fcal valor-p Ftab 
Entre grupos 809552257,1 1 809552257,1 2,68457 0,127259829 4,747225 
Dentro dos grupos 3618693803 12 301557816,9    
       
Total 4428246060 13     
*Significativo para p < 0,05. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.3.5.6. Exatidão 

  

 O parâmetro da exatidão no método foi realizado por recuperação através da análise de 

três concentrações na faixa pré-estabelecida. Os resultados da exatidão estão dispostos na 

Tabela 63, sendo que o valor correspondente à porcentagem média de recuperação foi de 

100,08%. 

 
Tabela 63- Determinação da exatidão do método analítico para análise de CEF por CLAE 
 

 
Concentração 
teórica de CEF 

(µg/mL) 

Concentração 
encontrada de 
CEFa (µg/mL) 

Recuperação 
(%) 

Recuperação 
média (%) DPR%b 

R1 32 33,11 101,94 

100,08 1,63 R2 40 40,66 98,88 

R3 48 48,71 99,42 
aMédia de três determinações; bDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3.5.7. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

 Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram avaliados no método analítico 

para determinar a sensibilidade do método. Os resultados obtidos através dos cálculos foram 

0,18 µg/mL para LD e 0,55 µg/mL para LQ. 

 

6.3.5.8. Robustez 

 

 Para a determinação da robustez do método desenvolvido para análises de CEF pó 

liofilizado para solução injetável foram feitas pequenas alterações de alguns parâmetros, dentre 

elas pode-se citar: marca da coluna cromatográfica, vazão, marca do solvente etanol, proporção 

da fase móvel, fonte do solvente de diluição (preparo das soluções de CEF SQR e CEF amostra), 

comprimento de onda e temperatura da sala.  

 Na avaliação da robustez foi utilizada a matriz fatorial de Plackett-Burman, em que 15 

experimentos foram realizados com alterações simultâneas dos parâmetros citados na Tabela 

55. Os valores obtidos como referência dos efeitos para o teste foram de 1,08 para os parâmetros 

1 e 2,18 para os parâmetros -1 (Equação 13). Em seguida, os valores obtidos para os efeitos 

resultantes dos parâmetros alterados foram analisados e comparados aos valores de referência. 

Deste modo, a robustez do método ficou comprovada, já que os valores dos efeitos não 

apresentaram resultados significativos. Na Tabela 64 são apresentados todos os valores dos 

teores para cada fator em condições normais e alteradas.  

 

Tabela 64- Teores de cada variação obtidos no teste de Plackett-Burman 
 

Fator  (1) Teor (%)a,b  (-1) Teor (%)a,b 

A) Marca da Coluna  Agilent® 106,24 - 107,30 = -1,06  Akzo Nobel® 107,10 - 107,48 = -0,37 

B) Vazão (mL/min)  0,52 106,80 - 106,75 = 0,05  0,48 107,66 - 106,92 = 0,74 

C) Marca do etanol  Tedia 106,75 - 106,79 = -0,04  Tedia 106,50 - 108,08 = -1,57 

D) Proporção da FM (%)  43:57 107,07 - 106,47 = 0,60  47:53 107,84 - 106,74 = 1,10 

E) Fonte do solvente de diluição  Água 2c 107,13 - 106,41 = 0,71  Água 2c 107,88 - 106,70 = 1,18 

F) Comprimento de onda (nm)  260 106,67 - 106,88 = -0,20  256 106,83 - 107,75 = -0,92 

G) Temperatura da sala (°C)  27 106,69 - 106,85 = -0,16  23 106,63 - 107,95 = -1,31 
aMédia de teores obtidos nas condições normais - Média de teores obtidos nas condições alteradas; 
bCritérios de referência calculados: 1,08 para o teste 1 e 2,18 para o teste -1; 
cÁgua 2: Água purificada coletada no laboratório de farmacotécnica. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3.6. Discussão 

 

 Para realizar a validação do método por cromatografia líquida de alta eficiência foi 

necessária a realização de alguns testes para se definir os parâmetros a serem utilizados. Esses 

testes são chamados de adequabilidade do sistema ou conformidade do sistema (system 

suitability) cromatográfico e servem para garantir que o método proposto apresente parâmetros 

cromatográficos aptos para a validação. Deste modo, os resultados dos testes de conformidade 

do sistema cromatográfico, apresentados na Tabela 57, foram analisados e comparados frente 

aos valores de referência obtidos na literatura (FDA, 1994), demonstrando eficiência e 

confiança para o desenvolvimento do método cromatográfico. Segundo a FDA (1994), os 

valores de referências recomendados é que a assimetria do pico seja ≤ 2 e o número de pratos 

> 2000. Assim sendo, o método proposto para a quantificação de CEF por CLAE cumpre os 

requisitos preconizados na literatura oficial e pode ser empregado para análise na indústria 

farmacêutica. 

 Nas análises realizadas no controle de qualidade de uma indústria farmacêutica o tempo 

e alguns fatores são sinais de custos para a empresa, de tal modo que as indústrias sempre 

buscam como critério métodos analíticos com curto tempo de análise, bem como a prevenção 

ou eliminação de resíduos do processo. Desta maneira, o método desenvolvido para CEF por 

CLAE apresentou estes critérios, já que o tempo de corrida necessário para a análise é de 4,99 

minutos e pelo fato de utilizar solventes menos tóxicos e baixa vazão, reduz o impacto gerado 

ao meio ambiente, tornando viável o seu uso no controle de qualidade industrial. 

 A fase móvel escolhida para o método de CLAE é constituída pela mistura dos solventes 

água : etanol (45:55, v/v), optando por não utilizar soluções-tampão na sua composição. Esta é 

uma característica muito importante, pois o fato da fase móvel não conter soluções-tampão 

diminui possíveis consequências ocasionadas à coluna analítica, como lavagens da coluna na 

busca para retirada dos sais deixados por essas soluções. 

 Outro benefício apresentado pela fase móvel é o uso de etanol como constituinte, pois, 

na literatura oficial e em periódicos, é comum encontrar a utilização de solventes mais tóxicos 

para os sistemas cromatográficos, como acetato de amônio, acetonitrila, hidróxido de amônio e 

metanol. Quando comparado aos outros solventes, o etanol além da baixa toxicidade 

apresentada, é de fácil acesso, baixo custo e seu descarte é realizado de modo simples 

(RIBEIRO et al., 2004). 

 Há alguns anos não era comum encontrar sistemas cromatográficos que utilizassem 

como fase móvel misturas de água e etanol, uma vez que o uso do etanol aumentava a pressão 
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de trabalho por incorporar ao sistema maior viscosidade. Além disto, em alguns países, existe 

certo controle na sua comercialização, como ocorre nos Estados Unidos. Nos dias atuais, os 

equipamentos mais sofisticados tornam possível a utilização do etanol como solvente de fases 

móveis, já que esses equipamentos suportam pressões muito mais elevadas (RIBEIRO et al., 

2004; PEDROSO; MEDEIROS; SALGADO, 2016). Vários estudos também vêm 

demonstrando que misturas de etanol e água possuem ótimas propriedades cromatográficas 

quando empregadas nas colunas de fase reversa C8 e C18 (MIYABE; TAKEUCHI; TEZUCA, 

1999; RIBEIRO et al., 1999; RIBEIRO et al., 2004; TÓTOLI; SALGADO, 2014; PEDROSO; 

MEDEIROS; SALGADO, 2016). 

 A seletividade do método foi realizada para avaliar a interferência dos produtos de 

degradação na quantificação de CEF. Para estes ensaios, as amostras do fármaco foram 

submetidas ao estudo de degradação forçada em condições de estresse ácido, alcalino, neutro, 

fotolítico e oxidativo, a temperatura de 60 °C, com exceção do teste fotolítico que foi avaliado 

em temperatura ambiente através da incidência de luz ultravioleta (UVC 254 nm). Para todas 

as condições avaliadas ocorreram decréscimos dos picos de cloridrato de cefepima, quando 

comparado aos picos do fármaco nos tempos zeros de análise. A solução de CEF foi mais 

estável frente à condição fotolítica, enquanto que para a hidrólise oxidativa foi observado o 

máximo de degradação. A avaliação do estresse oxidativo ficou prejudicada com os parâmetros 

estabelecidos do método, pois o solvente peróxido de hidrogênio apresentou um grande pico 

característico, que coeluiu no mesmo tempo de retenção do CEF, encobrindo o pico do fármaco 

e não sendo possível a separação nestas condições. Por outro lado, isto não interfere na 

seletividade do método, sendo possível quantificar o cloridrato de cefepima mesmo na presença 

de seus produtos de degradação. 

 A validação do método foi realizada de acordo com os critérios apresentados nos guias 

da FDA (1994) e da ICH (2005), nos quais foram determinados os parâmetros de seletividade, 

linearidade, precisão, exatidão, robustez, limite de detecção (LD) e limite de quantificação 

(LQ). 

 Para a linearidade do método foram utilizadas sete concentrações da solução de CEF 

SQR, sendo avaliada por meio de curvas analíticas. A elaboração da curva analítica foi realizada 

pela plotagem das áreas dos picos apresentadas nos cromatogramas versus a concentração de 

CEF em um gráfico, em que o valor obtido para o coeficiente de correlação foi r = 1,0000, 

mostrando-se linear na faixa de 10 a 70 µg/mL, estando de acordo com o recomendado pela RE 

n° 899 (BRASIL, 2003) que possui critério mínimo aceitável de r = 0,99. Através das análises 
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de variância (ANOVA) pode-se afirmar que o método é linear, pois o resultado da análise 

estatística não apresentou desvios significativos de linearidade. 

 O doseamento realizado para determinar a porcentagem do conteúdo de CEF nas 

amostras, apresentou teor de 106,31%, que é condizente com o valor apresentado no compêndio 

oficial de 90,0% a 115,0% (USP 37, 2014). 

 Na precisão do método foram avaliados os parâmetros de precisão intradia, interdias e 

entre analistas, apresentando valores de DPR de 0,38%; 0,15% e 0,43%, respectivamente, 

demonstrando que a precisão do método é adequada. Análises de variância (ANOVA) foram 

calculadas para as precisões interdias e entre analistas, apresentando como resultado o valor de 

Fcal menor que o Ftab, indicando não haver diferenças significativas, e confirmando que a 

precisão do método é apropriada. A exatidão do método ficou comprovada após analisar os 

resultados obtidos por recuperação de CEF, que apresentou 100,08% de recuperação.  

 A capacidade do método em detectar e quantificar com garantia a CEF em pó liofilizado 

para solução injetável foi estabelecida pelos parâmetros LD e LQ, com resultados de 0,18 e 

0,55 µg/mL, respectivamente.  

 Na robustez do método foi utilizado o modelo fatorial de Plackett-Burman, sendo 

comprovada por alterações simultâneas dos parâmetros pré-selecionados para o método (Tabela 

64). Assim, os resultados ao final dos testes não apresentaram nenhum efeito considerado 

significativo em comparação com os valores dos efeitos calculados e mantidos como referência 

através da Equação 13. 

O método desenvolvido neste estudo para cromatografia líquida de fase reversa segue 

todas as características preconizadas pela literatura para validação de métodos. Deste modo, o 

método mostrou-se apropriado e vantajoso, sendo simples, linear, preciso, exato, robusto e com 

limites de detecção e de quantificação satisfatórios. 

Nos compêndios oficiais e periódicos pesquisados não foram encontrados trabalhos que 

utilizassem em sua fase móvel solventes menos tóxicos para a quantificação de CEF.  

Outros fatores importantes a serem destacados é que o método utiliza baixa quantidade 

de solvente orgânico, produz baixas quantidades de resíduos e não utiliza solução-tampão, 

minimizando o tratamento de efluentes, o que contribui com o meio ambiente, implementando 

métodos voltados à química verde. Assim sendo, o método pode ser recomendado em análises 

de rotina no controle de qualidade da indústria farmacêutica para a quantificação de cloridrato 

de cefepima em pó liofilizado para solução injetável. 
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6.4. Ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico 

 

A potência dos antimicrobianos é realizada através de ensaios microbiológicos, sendo 

determinada a atividade perante a inibição de crescimento microbiano, comparada à inibição 

promovida pela substância de referência do fármaco (KAVANAGH, 1972; PINTO, KANEKO, 

PINTO, 2010). Estes ensaios são comumente empregados principalmente quando existem 

dúvidas referentes à perda de atividade microbiológica da molécula, nas quais os métodos 

químicos e físico-químicos não permitem a obtenção deste tipo de informação (PINTO, 

KANEKO, PINTO, 2010; MORENO, SALGADO, 2007). 

Na literatura são citados dois métodos microbiológicos para determinar o teor de um 

antimicrobiano, quais sejam difusão em ágar e turbidimétrico (FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 2010). 

Os ensaios microbiológicos por difusão em ágar, embora sejam apropriados e altamente 

empregados nas pesquisas, não fornecem resultados rápidos. Neste contexto, a prospecção de 

novos métodos para controle de fármacos em diferentes matrizes tem revelado um grande 

aumento do número de amostras avaliadas. O ensaio turbidimétrico vem se destacando perante 

a avaliação da potência de antimicrobianos, já que possui excelente precisão e diminuição 

significativa no tempo de análise (PITKIN et al., 1974; PEDROSO; SALGADO, 2014b; 

CURBETE; SALGADO, 2016). 

O método turbidimétrico é avaliado através da inibição do crescimento microbiano de 

uma suspensão de micro-organismos sensíveis ao fármaco teste realizados em um meio líquido, 

sendo que este caldo, quando na ausência do fármaco, deve proporcionar um rápido crescimento 

dos micro-organismos testados (ESMERINO et al., 2004). Esta técnica possui várias 

características frente à de difusão em ágar, como rapidez na análise, facilidade operacional, 

medida de resposta objetiva e ausência de interferência das características de difusão. Por outro 

lado, alguns quesitos também são necessários, como por exemplo, um equipamento para a 

leitura dos ensaios, os testes não podem apresentar contaminação e a solução do fármaco teste 

não pode interferir na leitura dos ensaios através da sua coloração (KAVANAGH, 1963; 

PINTO, KANEKO, PINTO, 2010). 

O estudo desenvolvido por turbidimetria teve embasamento nos trabalhos (MORENO, 

SALGADO, 2007; VIEIRA; RICARTE; SALGADO, 2012b; VIEIRA; FIUZA; SALGADO, 

2014; PEDROSO; SALGADO, 2014b; CHIERENTIN; SALGADO, 2015; SILVA; 

SALGADO, 2015; TÓTOLI; SALGADO, 2015c; CURBETE; SALGADO, 2016). 
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6.4.1. Ensaios preliminares para estabelecimento dos parâmetros analíticos 

 

 A realização do teste microbiológico por turbidimetria para quantificação de CEF na 

forma farmacêutica em pó liofilizado para solução injetável foi conduzida em alguns ensaios 

preliminares alternando alguns parâmetros, como micro-organismo, meio de cultura, 

concentrações do inóculo e do fármaco, a fim de padronizar o método. Na Tabela 65 é possível 

observar os parâmetros avaliados. 

 
Tabela 65- Parâmetros testados durante o desenvolvimento do ensaio microbiológico pelo método 
turbidimétrico 
 

Parâmetros Descrição 

Micro-organismos 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150  

Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606 

Meios de Cultura 
Caldo BHI 
Caldo Casoy 

Soluções diluentes 
Água purificada 
Solução tampão fosfato de potássio pH 6,0 

Solução tampão fosfato de potássio pH 8,0 

Concentrações do inóculo 3,0%; 5,0%; 6,0%; 7,0% e 8,0% 

Concentrações das 
soluções padrão e amostra 

1,0; 3,0; 9,0 e 27,0 µg/mL (Razão = 3) 
10,0; 25,0 e 62,5 µg/mL (Razão = 2,5) 
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 µg/mL (Razão = 2) 

36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL (Razão = 1,5) 
26,0; 39,0 e 58,5 µg/mL (Razão = 1,5) 

25,0; 35,0 e 49,0 µg/mL (Razão = 1,4) 
28,0; 36,4 e 47,32 µg/mL (Razão = 1,3) 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.4.2. Execução do ensaio 

 

 Após a realização dos testes preliminares foram definidos os parâmetros para as análises 

microbiológicas por turbidimetria apresentados na Tabela 66. 

 

Tabela 66- Parâmetros padronizados para ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico na 
avaliação de CEF em pó liofilizado para solução injetável 
 

Parâmetros Descrição 
Micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082 
Tempo de incubação 4 horas 
Temperatura de incubação 35 °C 
Meio de cultura Caldo Casoy 
Diluente Água purificada 
Concentração do inóculo 8,0% 
Concentrações das soluções padrão e 
amostra 36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL (Razão = 1,5) 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.4.3. Material 

 

 Nos ensaios microbiológicos por turbidimetria foram utilizados CEF SQR (item 4.1) e 

CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável (item 4.2). Os meios de cultura 

empregados para o método foram ágar Casoy (Acumedia®, EUA) para repique de manutenção 

da cepa do micro-organismo e caldo Casoy (Oxoid®, Inglaterra) para a realização dos ensaios. 

Para a realização deste método, a água purificada, as ponteiras e os tubos de ensaio com 25 mm 

de diâmetro x 150 mm de altura, contendo o meio de cultura e devidamente fechados com 

tampão de algodão envolvido em gaze, foram esterilizados em autoclave vertical modelo AV 

(Phoenix Luferco, São Paulo, Brasil) por 15 minutos a 121 °C. A incubação foi realizada no 

equipamento Shaker modelo MA420 (Marconi, São Paulo, Brasil) e estufa para cultura 

bacteriológica ECB 1.2 digital (Odontobrás, São Paulo, Brasil). Para interromper o crescimento 

dos micro-organismos foi usado formaldeído grau analítico (Qhemis, Hexis Científica, Jundiaí, 

Brasil). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro modelo DU 530 (Beckman Coulter, 

Califórnia, EUA). Também foram usados micropipetador modelo Research® Plus 100-1000 µL 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); balança analítica modelo DV215CD (Discovery, Ohaus®, 
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São Paulo, Brasil); balança semi-analítica modelo B160 (Micronal, São Paulo, Brasil) e câmara 

de fluxo unidirecional (laminar) modelo HLFS 18 (Veco, São Paulo, Brasil). 

 

6.4.4. Método 

 

6.4.4.1. Preparo da solução de CEF SQR 

 

 Para o preparo da solução de CEF SQR foram pesados 10,44 mg do fármaco (item 4.1), 

transferidos para balão volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com água, para 

obtenção de solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. Alíquotas de 3,6; 5,4 e 8,1 mL desta 

solução-mãe foram transferidas para balões volumétricos de 10 mL, para obtenção das soluções 

de trabalho com as concentrações de 36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL, respectivamente. 

 

6.4.4.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

 

 Os vinte frascos-ampola utilizados para o ensaio de peso médio citado no item 5.2 foram 

acondicionados em uma única embalagem para a formação de um pool das amostras de CEF 

em pó liofilizado para solução injetável. Para o preparo da solução de CEF amostra (item 4.2), 

foi pesado, a partir do pool, a massa de 17,25 mg equivalente a 10,00 mg de CEF e transferida 

para balão volumétrico de 100 mL, em seguida o volume foi completado com água purificada, 

obtendo solução-mãe na concentração de 100 µg/mL. As concentrações foram preparadas a 

partir desta solução-mãe, sendo retiradas alíquotas de 3,6; 5,4; e 8,1 mL e transferidas para 

balão volumétrico de 10 mL completados com água purificada, atingindo as concentrações 

finais teóricas de 36,0; 54,0 e 81 µg/mL, respectivamente. 

 

6.4.4.3. Preparo do meio de cultura 

 

 Os meios de cultura utilizados foram preparados conforme indicado pelos fabricantes 

em seus respectivos rótulos, sendo dissolvidos em água sob aquecimento e esterilizados em 

autoclave nas condições de 121 °C a 1 atm, durante 15 minutos. 
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6.4.4.4. Preparo do inóculo 

 

 Inoculado com auxílio de alça de platina para caldo Casoy, o micro-organismo 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 foi incubado para crescimento em estufa microbiológica à 

temperatura de 35 ± 2 °C por 20 horas. Em seguida, o inóculo foi padronizado obtendo-se a 

transmitância de 25 ± 2% realizado em espectrofotômetro a 580 nm, como descrito na literatura 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 

 

6.4.4.5. Ensaio 

 

Para a realização do teste foram empregados tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo 

Casoy estéril; na sequência foram adicionados aos tubos 200 µL das soluções de CEF SQR ou 

CEF amostra descritas nos itens 6.4.4.1 e 6.4.4.2, respectivamente. Foram acrescentados 800 

µL de caldo contendo o micro-organismo padronizado a 25 ± 2% de transmitância. O ensaio 

foi realizado com delineamento 3x3, preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010), sendo 

três tubos de ensaio para cada concentração do padrão e da amostra, um tubo para o controle 

positivo (contendo caldo e o inóculo, sem adição de cloridrato de cefepima) e um tubo para o 

controle negativo (contendo somente o caldo).   

 Os tubos foram incubados em banho de aquecimento com agitador orbital, à temperatura 

de 35,0 ± 2,0 °C, por 4 horas e 32 rpm. Após o período de incubação, foi interrompida a 

multiplicação dos micro-organismos pela adição de 500 µL de solução de formaldeído 12% em 

cada tubo. Assim, o espectrofotômetro foi zerado pelo tubo de controle negativo e as leituras 

de absorvância da turbidez apresentada para cada concentração foram efetuadas no 

comprimento de onda de 530 nm em cubetas de quartzo de 1 cm. A Figura 41 representa as 

etapas realizadas para o ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. Para cada teste 

foram calculados o teor e os resultados analisados estatisticamente. 
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Figura 41- Etapas para o ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.4.4.6. Obtenção da curva analítica 

 

 Para o método microbiológico foi utilizado o delineamento 3x3, conforme descrito pela 

Farmacopeia Brasileira (2010) e a curva analítica foi obtida de acordo com o descrito no item 

6.4.4.5. Um gráfico foi construído para a obtenção da reta, no qual plotou-se o logaritmo da 

concentração versus a média das absorvâncias de cada uma das concentrações da CEF SQR. 

Neste método foram realizadas três curvas, sendo cada uma em dia diferente. 
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6.4.4.7. Determinação da potência de cloridrato de cefepima 

 

 Através da equação de Hewitt (2004), apresentada na Equação 14, foi possível calcular 

o teor do antimicrobiano, onde foram utilizadas as médias de absorvância dos tubos obtidas 

com as três doses de CEF SQR e de CEF amostra. 

 

st8êu/v1	 % = 	!u8vwtx	y	x	100 

y = q/.	  . = p/( 

Equação 14 

 

Em que: 

F = 1/3 [(A1 + A2 + A3) – (P1 + P2 + P3)] 

I = Logaritmo da razão das doses 

E = 1/4 [(A3 + P3) – (A1 + P1)] 

 

6.4.4.8. Validação do método 

 

 O método microbiológico turbidimétrico foi validado pela determinação dos seguintes 

parâmetros: linearidade, precisão, exatidão e robustez, de acordo com o preconizado pela 

literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 

6.4.4.8.1. Linearidade 

 

 A linearidade foi avaliada por uma curva analítica construída a partir da média de três 

curvas analisadas em três dias diferentes, conforme descrito no item 6.4.4.6. Os resultados 

obtidos após a construção da curva analítica foram utilizados para obtenção da equação da reta 

através do método dos mínimos quadrados, verificando também a linearidade e o paralelismo 

através da análise de estatística de variância (ANOVA). 

 

6.4.4.8.2. Precisão 

 

 A precisão foi determinada por repetibilidade (intradia) e intermediária (interdias e entre 

analistas). Para a repetibilidade foi realizada a leitura de sete tubos diferentes, na mesma 

concentração de CEF SQR (54,0 µg/mL), no mesmo dia e mesmas condições experimentais. 
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Os resultados obtidos foram avaliados através dos valores calculados do desvio padrão relativo 

(DPR%). Por outro lado, a precisão intermediária foi avaliada através da realização de 

determinações da potência de cloridrato de cefepima na amostra de pó liofilizado para solução 

injetável, em três dias diferentes e também por um segundo analista, sob as mesmas condições 

experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos foram calculados e avaliados (ICH, 

2005). 

 

6.4.4.8.3. Exatidão 

 

 Ensaios de recuperação foram realizados para se obter a exatidão do método, sendo 

adicionadas quantidades conhecidas de CEF SQR a quantidades conhecidas de CEF amostra 

(ICH, 2005). Os testes foram realizados em triplicata e do mesmo modo como descritos no item 

6.4.4.5, com exceção do preparo das soluções que foram preparadas em três níveis, R1, R2 e 

R3, apresentadas pela Tabela 67. A Equação 5 determinada pela AOAC (2002) e descrita no 

item 6.1.1.6.3 foi utilizada para calcular a porcentagem de CEF recuperada. 

 
Tabela 67- Preparo das soluções para o teste de recuperação do método microbiológico por 
turbidimetria 
  

 
CEF amostra 
(100 µg/mL) 

(mL) 

CEF SQR 
(100 µg/mL) 

(mL) 

Concentração 
teórica final 

(µg/mL)a  
Amostra 3,6 --- 36,0 

R1 3,6 0,72 43,2 

R2 3,6 1,80 54,0 
R3 3,6 2,88 64,8 

aBalão volumétrico de 10 mL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

6.4.4.8.4. Robustez 

 

 A robustez do método analítico foi avaliada através de pequenas alterações em alguns 

parâmetros do teste já estabelecido descritos na Tabela 68. A potência de CEF amostra foi 

avaliada em parâmetros normais e alterados paralelamente, verificando ao final se ocorreu 

interferência das modificações no resultado. 
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Tabela 68- Variáveis selecionadas para avaliação da robustez no método microbiológico turbidimétrico 
 

Fator Condição normal Condições variadas 

Volume de meio de cultura 10,0 mL 10,1 mL 
9,9 mL 

Marca do meio de cultura Oxoid® BD® 

Tempo de incubação no shaker 4 h 4 h 05 min 
3 h 55 min 

Comprimento de onda da leitura do teste 530 nm 532 nm 
528 nm 

         
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
 
6.4.5. Resultados 

 

 Durante o desenvolvimento do método turbidimétrico para quantificação de CEF em pó 

liofilizado para solução injetável, foram realizados experimentos com diferentes concentrações 

de CEF e micro-organismos, buscando os parâmetros ideais para o método. A princípio 

utilizou-se a cepa de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150 para a realização de 

alguns ensaios, no entanto esta cepa não foi apropriada para o teste, pois apresentou crescimento 

e controles positivos baixos, próximos à menor concentração de fármaco avaliado. 

 Posteriormente, foram realizados ensaios com o micro-organismo Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 IAL 1606, que apresentou resultados não muito satisfatórios, já que 

ocorreu a presença de alguns grumos de crescimento microbiano, promovendo certa 

interferência nas análises. Além disto, esta cepa não apresentou alta sensibilidade ao cloridrato 

de cefepima, com variação nos valores das absorvâncias das diferentes concentrações avaliadas, 

tornando inviável e irreprodutível o seu uso para os ensaios turbidimétricos. 

 Por fim, foram realizados novos experimentos com uma cepa diferente de 

Staphylococcus aureus, ATCC 6538 IAL 2082, sendo avaliada a sensibilidade frente a várias 

concentrações de CEF verificando uma faixa linear de trabalho. Os resultados apresentados 

para esta cepa foram satisfatórios, mostrando-se apropriado e reprodutível para a análise de 

quantificação de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável pelo método 

turbidimétrico. A faixa de trabalho em que as concentrações apresentaram mais lineares foi de 

36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL. A Figura 42 representa o ensaio microbiológico por turbidimetria 

realizado para a determinação de CEF. 
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Figura 42- Ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico desenvolvido e validado para a 
determinação da potência de CEF realizado nas concentrações de 36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL. C-: Controle 
negativo; C+: Controle positivo. 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

6.4.5.1. Linearidade 

 

 Na Tabela 69 são apresentados os valores de absorvância obtidos para as soluções em 

diferentes concentrações de CEF SQR e CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

durante avaliação da linearidade do método. 
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Tabela 69- Valores das absorvâncias de CEF SQR e CEF amostra para a determinação da curva analítica 
pelo método turbidimétrico 
 

 Absorvânciasa 
µg/mL P1b P2b P3b A1c A2c A3c 
Dia 1 0,823 0,624 0,377 0,816 0,618 0,366 
Dia 2 0,868 0,631 0,364 0,852 0,600 0,352 
Dia 3 0,851 0,629 0,376 0,836 0,605 0,368 
Média 0,847 0,628 0,372 0,835 0,608 0,362 

DPR%d 2,68 0,57 1,94 2,16 1,53 2,41 
aMédia de três determinações; 
bConcentrações de CEF SQR de 36,0 (P1); 54,0 (P2) e 81,0 (P3) µg/mL; 
cConcentrações de CEF amostra de 36,0 (A1); 54,0 (A2) e 81,0 (A3) µg/mL; 
dDPR% = Desvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 Para as curvas analíticas de CEF SQR e CEF amostra (Figura 43) foram plotados 

gráficos com as médias dos valores das absorvância de três curvas analíticas obtidas durante os 

ensaios de linearidade e paralelismo. As equações da reta, determinadas pelo método dos 

mínimos quadrados, foram: y = -0,586ln(x) + 2,9524, com um coeficiente de correlação (r) 

igual a 0,9990 para a CEF SQR e y = -0,583ln(x) + 2,9265, com r de 0,9997 para CEF amostra 

em pó liofilizado para solução injetável. 

 

Figura 43- Curvas analíticas das soluções de CEF SQR e CEF amostra, em concentrações de 36,0; 54,0 
e 81,0 µg/mL obtidas pelo método turbidimétrico. P: Padrão; A: Amostra. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Os dados das curvas analíticas de CEF foram calculados estatisticamente pela ANOVA 

e são apresentados na Tabela 70. 

 
Tabela 70- Análise estatística de variância das absorvâncias obtidas nas curvas analíticas do CEF pelo 
método turbidimétrico 
 

Fontes de variação Graus de 
liberdade 

Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
médio Fcal Ftab 

Preparação 1 0,000939 0,000939 4,833820 4,96 

Regressão 1 0,673554 0,673554 3467,76* 4,96 

Desvio de Paralelismo 1 0,000004 0,000004 0,021023 4,96 

Quadrático 1 0,000756 0,000756 3,893513 4,96 

Diferença de Quadrático 1 0,000078 0,000078 0,401722 4,96 

Entre doses 5 0,675331 0,135066 695,38150* 3,33 

Entre tubos 2 0,000196 0,000098 0,505406 4,10 

Dentro (erro) 10 0,001942 0,000194   

Total 17 0,677470    
*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

6.4.5.2. Precisão 

 

 Para a precisão do método foram realizados os parâmetros através da repetibilidade 

(intradia) e precisão intermediária (interdias e entre analistas). Para o parâmetro de 

repetibilidade foram analisados sete tubos com a dose mediana de CEF SQR e avaliados perante 

os valores de DPR% apresentados. Os resultados apresentados para as análises no mesmo dia, 

sob as mesmas condições experimentais, laboratório e analista, forneceram DPR de 1,86%.  

 Por outro lado, a precisão intermediária foi determinada através de três curvas analíticas 

construídas em dias diferentes. Os resultados foram analisados e comparados entre si 

apresentando a média da potência de 102,46%, com DPR de 0,84%. 

 As análises entre analista também foram realizadas e apresentaram potência média de 

101,99% e DPR de 0,71%, como apresentado na Tabela 71. 
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Tabela 71- Avaliação da precisão intermediária pelo método turbidimétrico para quantificação de CEF 
em pó liofilizado para solução injetável 
 

 Precisão intermediária 

 Precisão interdias Precisão entre analistas 

 Dia 1 101,50 Analista 1 102,50 
 Dia 2 103,17   

 Dia 3 102,71 Analista 2 101,47 

Média  102,46  101,99 

DPR%a  0,84  0,71 
aDesvio Padrão Relativo. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

6.4.5.3. Exatidão 

 

 Na Tabela 72 são apresentados os resultados da exatidão do método que foi realizada 

pela técnica da adição, para a recuperação, sendo calculado pela Equação 5 para cada nível 

ensaiado. O valor médio apresentado para recuperação é de 99,92%. 

 
Tabela 72- Determinação da exatidão para análise de CEF por método turbidimétrico 
 

 
Concentração 
esperada de 

CEF (µg/mL) 

Concentração 
encontrada 

de CEFa 
(µg/mL) 

Recuperação 
(%) 

Recuperação 
média (%) DPR%b 

R1 43,2 43,24 100,09 

99,92 0,23 R2 54,0 53,28 99,66 

R3 64,8 64,80 100,00 
aMédia de três determinações; bDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.4.5.4. Robustez 
 

 A robustez foi determinada realizando pequenas modificações dos parâmetros de forma 

individual, quais sejam: volume do meio de cultura, marca do meio de cultura, tempo de 

incubação no shaker e o comprimento de onda para leitura dos resultados. Os resultados da 
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potência de cloridrato de cefepima na forma farmacêutica apresentados na Tabela 73 foram 

analisados e verificou-se que estas modificações não apresentaram diferença significativa, 

apresentando valores de DPR inferiores a 1,17%. 
 

Tabela 73- Valores apresentados para a determinação da robustez no método microbiológico 
turbidimétrico 
 

Variável Condições variadas Cefepimaa 
(%) 

Média 
(%) DPR%b 

Volume de meio de 
cultura (mL) 

10,1 
10,0 
9,9 

100,72 
102,03 
103,08 

101,94 1,16 

Marca do meio de 
cultura 

Oxoid® 

BD® 
102,01 
103,09 102,55 0,74 

Tempo de incubação 
no shaker 

4 h 05 min 
4 h 

3 h 55 min 

102,60 
102,03 
101,86 

102,16 0,38 

Comprimento de onda 
da leitura (nm) 

532 
530 
528 

102,79 
102,03 
101,62 

102,15 0,58 

aMédia de três determinações; bDPR% = Desvio Padrão Relativo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.4.6. Discussão 

 

 Muitas análises realizadas para a quantificação de antimicrobianos por meios físicos e 

químicos proporcionam confiabilidade nos resultados e precisões apropriadas, mas não 

conseguem demonstrar a atividade biológica desses medicamentos. Dentre este e outros fatores, 

os métodos microbiológicos, diferentes dos físico-químicos, fornecem a potência de um 

antimicrobiano, passo importante para a fabricação e controle de qualidade desses 

medicamentos, e quando comparados a métodos físico-químicos, diferença significativa 

poderia ser encontrada nos resultados (MORENO, SALGADO, 2007). 

 O método foi validado de acordo com o preconizado na literatura ICH (2005), 

Farmacopeia Brasileira (2010) e Resolução RE nº 899 (BRASIL, 2003). Para o método 

microbiológico por turbidimetria desenvolvido para a quantificação de cloridrato de cefepima 

em pó liofilizado para solução injetável foram determinados experimentalmente alguns 

parâmetros no decorrer das análises, tais como, faixa de trabalho, micro-organismo e tempo de 
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incubação, sempre buscando as melhores condições para a definição do teste. A faixa de 

trabalho foi escolhida após se avaliar a sensibilidade frente à cepa utilizada nos ensaios, sendo 

de 36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL. Esta faixa apresentou melhor linearidade possibilitando análises de 

CEF amostra com adequado paralelismo em relação à reta do padrão. A cepa de Staphylococcus 

aureus ATCC 6538 foi selecionada como o micro-organismo para o teste de turbidimetria, pois 

diante dos resultados encontrados nos ensaios preliminares, a cepa se mostrou sensível ao 

cloridrato de cefepima, além de ser um micro-organismo comumente utilizado para ensaios 

desta natureza, apresentando-se estável e com crescimento simples em meio de cultura. 

 A potência determinada de CEF presente nas amostras de pó liofilizado para solução 

injetável foi de 102,46%, estando dentro da faixa delimitada pelo compêndio oficial que é de 

90% a 115% (USP 37, 2014). 

 Nos parâmetros avaliados para a validação do método turbidimétrico, a linearidade 

apresentou resultados apropriados tanto para a análise estatística quanto para os coeficientes de 

correlação (r). Através dos resultados estatísticos apresentados na Tabela 70 foi evidenciado 

que não existe desvio da linearidade nas curvas analíticas de CEF SQR e CEF amostra. Através 

da curva analítica foram calculados os coeficientes de correlação para avaliar a linearidade. Os 

valores de r apresentados pelo método foram de 0,9990 para a CEF SQR e 0,9997 para CEF 

amostra em pó liofilizado para solução injetável, comprovando que o método é linear. Esta 

evidência foi concluída através do parâmetro “quadrático” que revelou valor de Fcal menor que 

Ftab, sendo de 3,893513 e 4,96, respectivamente. Do mesmo modo, ocorreu com a “diferença 

de quadrático”, que apresentou o Fcal de 0,401722 inferior ao Ftab que é de 4,96. O método não 

apresentou diferença significativa na inclinação das curvas analíticas, pois o resultado para o 

“desvio de paralelismo” das curvas teve o seu valor de Fcal (0,021023) abaixo do Ftab (4,96). 

Utilizou-se um nível de significância de 5% para esta análise. 

A precisão por repetibilidade (intradia) foi realizada através da leitura de sete tubos 

diferentes, na mesma concentração de 54 µg/mL e em mesmas condições experimentais. A 

precisão interdias e entre analistas foi avaliada através da determinação e comparação das 

potências de CEF, nas mesmas condições experimentais, porém em dias diferentes para a 

interdias e com analistas diferentes para a entre analistas. Os resultados de DPR% obtidos para 

as análises de precisão estão dentro do limite estabelecido pela Resolução RE nº 899 (BRASIL, 

2003) que é de 5%, com valores de 1,86%, 0,84% e 0,71% respectivamente, para as precisões 

intradia, interdias e entre analistas (Tabela 71). 

 Através do teste de adição para recuperação pode-se comprovar a exatidão do método 

microbiológico, na qual quantidades conhecidas do CEF SQR foram adicionadas a quantidades 
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conhecidas de CEF amostra, para posterior quantificação do fármaco. O valor médio obtido 

para a recuperação foi de 99,92%, indicando a exatidão do método. 

 A determinação da robustez do método foi verificada após realizar pequenas variações 

nos parâmetros já estabelecidos para o teste. Os parâmetros avaliados foram o volume de meio 

de cultura, a marca do meio de cultura, o tempo de incubação no shaker e o comprimento de 

onda para as leituras finais do teste no espectrofotômetro. Os resultados foram satisfatórios, 

pois não houve diferença significativa entre as potências dos parâmetros avaliados e, além 

disso, os seus DPR% apresentaram valores dentro do limite preconizado que é 5%. Assim, 

pode-se dizer que este método desenvolvido para quantificação de CEF em ensaio 

microbiológico por turbidimetria é robusto. 

 Em busca realizada na literatura e em bancos de dados, não foram encontradas 

informações que descrevessem a quantificação de cloridrato de cefepima através de análises 

microbiológicas por turbidimetria. Foram reportados alguns artigos para o método de difusão 

em ágar, microdiluição em caldo, diluição em ágar e disco-difusão em ágar, com intuito de 

avaliação de CIM (Concentração Inibitória Mínima), para dosagem em tecidos e secreções ou 

para parâmetros farmacocinéticos de matrizes biológicas (PAPAGORAS et al., 2003; VEDEL, 

2005; SADER; FRITSCHE; JONES, 2006; SOUZA et al., 2006; GOUDAH et al., 2006; 

PETRIKKOS et al., 2006; ABD EL-ATY et al., 2007; MIRSALEHIAN et al., 2010; WAGNER 

et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2011; JABALAMELI et al., 2012; LAMY et al., 2012; EL-

HEWAITY, 2014). As análises realizadas pelo método de difusão em ágar possuem algumas 

desvantagens perante o método turbidimétrico desenvolvido neste trabalho, que são: 

dificuldade de difusão do fármaco avaliado no meio de cultura sólido, maior tempo de 

incubação e, além disso, é necessário que tenha um crescimento microbiano homogêneo sobre 

a placa, para que os halos formados estejam bem delimitados e com diâmetros apropriados para 

serem avaliados. Por outro lado, o método turbidimétrico não apresenta estes problemas para a 

análise, visto que os ensaios não são realizados em um meio de cultura sólido e sim em um 

caldo, onde o crescimento é uniforme e se dá com maior facilidade. 

 Portanto, o método microbiológico por turbidimetria proposto para a quantificação de 

cloridrato de cefepima em pó liofilizado para solução injetável apresentou-se linear, preciso, 

exato e robusto, atendendo a todas as exigências e promovendo confiabilidade para os ensaios, 

podendo ser utilizado em análises de rotina do controle de qualidade na indústria farmacêutica, 

como uma opção para análise microbiológica, em relação aos métodos já reportados na 

literatura. 
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7. TRATAMENTO DE RESÍDUOS  

 

Vale ressaltar que o trabalho teve como proposta o desenvolvimento de métodos 

ecologicamente corretos, minimizando a utilização de solventes orgânicos e outros tóxicos, com 

baixa ou irrisória produção de resíduos, porém quando gerados, os resíduos oriundos das 

atividades laboratoriais foram recolhidos segundo protocolo estabelecido pela Comissão Local 

de Resíduos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP, e encaminhados para 

tratamento específico. O tratamento é realizado com intuito de diminuir os danos causados ao 

meio ambiente. 
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8. ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM) 

 

Considerada uma das mais apropriadas técnicas instrumentais para a investigação de 

estrutura e reatividade de íons, a espectrometria de massas (EM) possui um meio elevado de 

vácuo, sendo de suma importância para estudar as propriedades intrínsecas de espécies iônicas 

em fase gasosa, oportunizando realizar uma equiparação com a fase condensada. Na fase gasosa 

por EM, podem ser produzidos com facilidade inúmeros íons complicados de serem isolados 

e/ou inacessíveis em solução (CABRINI, 2007). Nesta fase, alguns íons geralmente apresentam 

tempo de vida moderadamente prolongado, o que permite o isolamento e a fragmentação dos 

produtos intermediários ou da reação, por meio do processo de dissociação induzida por colisão 

(Collision Induced Dissociation - CID) (SHUKLA; FUTRELL, 2000). Assim, a EM trata-se de 

um método altamente introduzido nas pesquisas de elucidação estrutural. 

As análises por EM foram supervisionadas pelo Prof. Dr. Demian Ifa, sendo realizadas 

no Departamento de Química do Centre for Research in Mass Spectrometry (CRMS) da York 

University em Toronto no Canadá, por meio do suporte financeiro do programa de Bolsa 

Estágio de Pesquisa no Exterior - BEPE (Processo # 2015/01551-6), da Fundação de Amparo 

à Pesquisa do Estado de São Paulo - FAPESP. 

 

8.1. Espectrometria de massas com ionização por Electrospray (ESI-MS) 

 

8.1.1. Material 

 

O método por espectrometria de massas foi determinado em espectrômetro de massas 

Ion trap (Thermo Fisher Scientific™, EUA), modelo LTQ Linear, equipado com fonte de 

ionização por electrospray e bomba de seringa (Harvard Apparatus, EUA), operando em modo 

de íon positivo com as soluções de CEF preparadas em água purificada. As massas dos 

compostos foram automaticamente determinadas usando o software Xcalibur™ 3.0. 

Para as análises de degradação acelerada utilizaram-se os solventes ácido clorídrico 

(Sigma-Aldrich®, EUA), hidróxido de sódio (Sigma-Aldrich®, EUA) e peróxido de hidrogênio 

(Sigma-Aldrich®, EUA). Também foram utilizados solventes de grau de CLAE, tais como, 

etanol (Sigma-Aldrich®, EUA) e ácido fórmico (Sigma-Aldrich®, EUA). No decorrer da análise 

outros equipamentos também foram utilizados: balança analítica, banho de aquecimento e 

purificador de água (Barnsteade™ NANOpure™, Thermo Fisher Scientific™, EUA). 
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8.1.2. Método 

 

8.1.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

  

 A solução de CEF SQR (item 4.1) foi preparada do mesmo modo que a descrita no item 

5.8.2.1. A partir da solução-mãe, alíquota de 4,0 mL foi retirada e transferida para balão 

volumétrico de 10 mL, sendo posteriormente completado com água purificada para a obtenção 

de solução com concentração de 40,0 µg/mL. 

 

8.1.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

  

 Um pool realizado com a quantidade presente em 5 frascos-ampola de CEF em pó 

liofilizado para solução injetável foi utilizado para preparar a solução de CEF amostra (item 

4.2), do mesmo modo que a descrita no item 5.8.2.2 com concentração teórica de 100 µg/mL. 

A concentração utilizada no teste foi preparada a partir desta solução-mãe, retirando-se alíquota 

de 4,0 mL e transferindo-a para balão volumétrico de 10 mL, completado em seguida com água 

purificada para obtenção de solução com concentração teórica de 40,0 µg/mL. 

 

8.1.2.3. Preparo da solução de L-arginina 

 

A solução placebo, contendo somente excipiente, foi preparada do mesmo modo que a 

descrita no item 5.6.1.2.3. A partir desta solução-mãe, alíquota de 4,0 mL foi retirada e 

transferida para balão volumétrico de 10 mL, completado com água purificada, obtendo solução 

na concentração de 29,0 µg/mL, concentração teoricamente idêntica àquela encontrada na 

solução de amostra. 

 

8.1.2.4. Identificação das massas do CEF pela técnica de ESI-MS 

 

A análise foi realizada para a determinação qualitativa das massas do CEF SQR, CEF 

amostra e seu adjuvante a L-arginina presente na sua formulação, bem como, dos fragmentos 

formados. Testes preliminares foram conduzidos a fim de encontrar condições favoráveis para 

análise da solução de CEF por ESI-MS. 

Após definir as condições favoráveis, os ensaios foram preparados em espectrômetro 

equipado com fonte ESI no modo de íon positivo. Durante as análises foi utilizada a pressão da 
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nebulização por nitrogênio em 100 psi, com vazão de 7-12 L/min e a temperatura do gás em 

285 °C. A voltagem do capilar foi selecionada em 5 kV. As amostras foram diretamente 

infundidas por meio de uma bomba de seringa com vazão de 5 µL/min. Os espectros completos 

(full-scan) foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 800 amu e acumulados por 60 segundos. Todas 

as soluções foram acidificadas antes da análise, usando 0,1% de ácido fórmico. 

 

8.1.2.5. Degradação acelerada 

 

 O perfil de fragmentação de CEF foi estudado sob várias condições, descritas abaixo. 

Todas as soluções de CEF amostra foram preparadas para gerar no final uma concentração de 

40,0 µg/mL do fármaco. Alíquotas de cada solução foram analisadas em 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 

horas de degradação. 

 

• Hidrólise ácida, alcalina e aquosa: Para a degradação ácida, a solução de CEF foi 

preparada em HCl 0,1 M; a degradação alcalina foi preparada em NaOH 0,001 M e por 

fim, a degradação aquosa foi preparada em água. Essas soluções foram expostas à 

temperatura de 60 °C por 6 horas em banho de aquecimento. 

 

• Degradação oxidativa: a solução de CEF foi preparada em H2O2 0,05%, sendo exposta 

à temperatura de 60 °C por 6 horas em banho de aquecimento. 

 

• Degradação fotolítica: a solução aquosa de CEF foi submetida à luz ultravioleta (UVC, 

254 nm) em temperatura ambiente (25 ± 2 °C) por 6 horas. 

 

8.1.3. Resultados 

 

A Figura 44 apresenta a técnica de ESI-MS utilizada em espectrômetro de massas para 

detectar as massas de CEF e L-arginina. 
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Figura 44- Análise de espectrometria de massas com ionização por electrospray (ESI-MS). 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

As análises realizadas pela técnica de ESI-MS em modo positivo apresentaram os 

seguintes espectros para CEF SQR, CEF amostra e L-arginina, ilustrados nas Figuras 45, 46 e 

47, respectivamente. 

 

Figura 45- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF SQR (40 µg/mL). 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 46- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (40 µg/mL). 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 47- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de L-arginina (29 µg/mL). 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

As massas apresentadas nos espectros correspondem com aos compostos analisados, 

resultando nos íons com m/z de 241 [CEF+2H]2+ (cefepima duplamente protonada) e 481 

[CEF+H]+ (cefepima protonada) para CEF SQR e CEF amostra. Os espectros da L-arginina 
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apresentaram os íons de m/z 175 [ARG+H]+ (arginina protonada) e 349 [2ARG+H]+ (dímero 

protonado). A estrutura molecular da L-arginina está representada na Figura 48. 

 

Figura 48- Estrutura química do excipiente L-arginina (CAS 74-79-3). 

 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

8.1.3.1. Fragmentação de segunda ordem (MS/MS) da molécula de CEF 

 

Análise de fragmentação de segunda ordem MS/MS ou MS2, realizada através do 

processo denominado CID (dissociação induzida por colisão), foi executada por meio da técnica 

de ESI-MS/MS com a molécula de CEF. Através destes experimentos foi possível observar a 

quebra da molécula de CEF e propor uma rota para sua fragmentação. O espectro obtido a partir 

de CEF com m/z de 481 [CEF+H]+ em modo positivo é apresentado na Figura 49. 

 

Figura 49- Espectro de massas obtido por ESI(+)-MS/MS do íon precursor de m/z 481 [CEF+H]+. 
 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

O espectro ESI-MS/MS do íon de m/z 481, Figura 45, teve como resultado os íons de 

m/z 396 [PD1+H]+, 352 [PD2+H]+, 324 [PD3+H]+, 277 [PD4+H]+ e 241 [PD5+H]+. O íon 
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protonado com m/z 86 atribuído à N-metilpirrolidona (NMP) não foi visualizado, devido ao 

limite apresentado pelo equipamento em adquirir o MS/MS do CEF tendo como valor mínimo 

de 130 amu, acima do valor massa da NMP. A NMP é uma impureza, podendo estar presente 

na formulação do CEF em pó liofilizado para solução injetável como resultado da degradação 

do fármaco (SMITH et al., 2015). Esta impureza está representada na Figura 50. 

 

Figura 50- Impureza derivada da degradação do CEF. NMP: N-metilpirrolidona. 

 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Por meio dos resultados obtidos das análises de ESI-MS/MS é apresentado no Esquema 

1, a proposta da fragmentação para o íon m/z 481, referente à CEF. Os desenhos estruturais da 

fragmentação da molécula de CEF foram realizados pelo software ACD/ChemSketch® 

(Toronto, CA).

NMP 



229  |   Espectrometria de massas                                                                                                                                                        Rodrigues, D. F. 
 

 

 

Esquema 1- Proposta para a fragmentação CID do íon de m/z 481, atribuído à cefepima [CEF+H]+. 
 

 

                            
 
 
 
 
 
 
 
                              F5                         CEF                              F4 
                          m/z 241           m/z 481                          m/z 277 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
                               F1                                    F2                              F3 
                           m/z 396                       m/z 352                               m/z 324 

 

Fonte: Elaborada pelo autor.

-CO2 -CO 
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A fragmentação de CEF proposta neste trabalho ocorre através da quebra da molécula 

de CEF íntegra e ionizada m/z 481 [CEF+H]+ (C19H25N6O5S2) nos fragmentos de m/z 241 

[F5+H]+ (C8H9N4O3S) referente à abertura do anel b-lactâmico e de m/z 396 [F1+H]+ 

(C14H14N5O5S2) atribuído à perda do grupo da NMP pela clivagem da cadeia lateral R2 presente 

no C-3, sendo que para o F1 poderá ocorrer também a formação do F5. Na sequência, a 

molécula de F1 perde -CO2, originando o íon de m/z 352 [F2+H]+ (C13H14N5O3S2). A partir 

desta molécula de F2, ocorre a perda de -CO formando outros dois fragmentos de m/z 324 

[F3+H]+ (C12H14N5O2S2) e 277 [F4+H]+ (C11H9N4O3S). 

A fragmentação de CEF proposta teve embasamento em alguns artigos de degradação 

de antimicrobianos e compostos cefalosporínicos (BARBARIN; TILQUIN; HOFFMANN, 

2001; DESHPANDE; BAHETI; CHATTERJEE, 2004; LI et al., 2005; FUKUTSU et al., 2006; 

CHONG; HU, 2008; LI et al., 2010; JAGADEESH KUMAR et al., 2010; LI; ZHANG; HU, 

2014; ZALEWSKI; SKIBINSKI; CIELECKA-PIONTEK, 2014), os quais apresentam 

resultados semelhantes para alguns dos produtos de degradação formados. 

 

8.1.3.2. Degradação acelerada pela técnica de ESI-MS 

  

 Neste método proposto foi possível verificar as possíveis massas dos produtos de 

degradação formados durante o experimento, realizados através da degradação acelerada da 

amostra de CEF em pó para solução injetável. Para todas as condições de estresse avaliadas 

ocorreu decréscimo do pico de CEF e também a formação de novos produtos nos espectros foi 

observada. Alguns espectros apresentaram massas idênticas em diferentes condições de 

estresse, assim, supostamente estes produtos formados são semelhantes. 

 Os espectros com as degradações ácida, alcalina, neutra, fotolítica e oxidativa são 

apresentados nas Figuras 51, 52, 53, 54 e 55, respectivamente, sendo possível a visualização 

das massas adicionais correspondentes aos produtos formados e a massa principal de CEF. 
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Figura 51- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (40 µg/mL) submetida à 
degradação ácida (HCl 0,1 M) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: HCl 0,1 M. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 52- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (40 µg/mL) submetida à 
degradação alcalina (NaOH 0,001 M) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: NaOH 
0,001 M. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 53- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (40 µg/mL) submetida à 
degradação neutra (água purificada) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: água 
purificada. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 54- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (40 µg/mL) submetida à 
degradação fotolítica (água purificada) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a temperatura ambiente. 
Branco: água purificada. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 55- Espectro ESI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (40 µg/mL) submetida à 
degradação oxidativa (H2O2 0,05%) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: H2O2 0,05%. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na condição de estresse ácida (Figura 51) é apresentado um espectro referente ao branco 

da análise, que neste caso é o HCl 0,1 M. Os resultados para a degradação realizado na hidrólise 

em meio ácido são apresentados na Tabela 74 com suas respectivas massas (m/z). 

 

Tabela 74- Relação dos picos apresentados na análise de ESI(+)-MS para a hidrólise de CEF em 

condição ácida 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

207 PD11 

226 PD10 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

249 CEF [CEF+O]2+ 

257 PD8 

279 PD5 

451 PD1 

481 CEF [CEF+H]+ 

497 CEF [CEF+O]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Na degradação básica representada pela Figura 52, observa-se primeiramente um 

espectro derivado do branco da análise, sendo realizado com o solvente NaOH 0,001 M. Nesta 

condição toda a degradação do CEF amostra foi observada a partir de 1,5 h de análise. A Tabela 

75 apresenta a relação de todos os íons resultantes da hidrólise em meio alcalino. 

 

 

 

 

 

 



237  |   Espectrometria de massas                                                                      Rodrigues, D. F. 
 

 

 

Tabela 75- Relação dos picos apresentados na análise de ESI(+)-MS para a hidrólise de CEF em 

condição alcalina 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

197 L-arginina [ARG+Na]+ 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

252 CEF [CEF+Na]2+ 

261 PD7 

414 PD2 

481 CEF [CEF+H]+ 

503 CEF [CEF+Na]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

A Figura 53 apresenta a condição de estresse neutra, na qual o branco da análise 

realizado com água purificada. Para a hidrólise neutra não ocorreu a formação de muitos 

produtos e a relação das massas dos espectros são apresentadas na Tabela 76. 

 
Tabela 76- Relação dos picos apresentados na análise de ESI(+)-MS para a hidrólise de CEF em 

condição neutra 

 
m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

261 PD7 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

A condição de estresse fotolítica (Figura 54), da mesma forma que a neutra, apresentou 

pouca formação de produtos, elencados na Tabela 77. Para o espectro do branco da análise foi 

utilizado água purificada. 



Rodrigues, D. F.                                                                         Espectrometria de massas   |  238 
 

Tabela 77- Relação dos picos apresentados na análise de ESI(+)-MS de CEF para a condição fotolítica 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

414 PD2 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

A última condição analisada através de ESI(+)-MS foi em meio oxidativo (Figura 55), 

onde o branco da análise foi realizado com H2O2 0,05%. A degradação da CEF nesta condição 

foi relativamente rápida, após 1,5 h de análise já não foi possível visualizar os picos do CEF 

nos espectros. A Tabela 78 apresenta as massas dos produtos formados nesta análise. 

 

Tabela 78- Relação dos picos apresentados na análise de ESI(+)-MS de CEF para a condição oxidativa 

 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

243 PD9 

261 PD7 

277 PD6 

386 PD4 

402 PD3 

414 PD2 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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O estudo de degradação realizado pela técnica de ESI(+)-MS apresentou resultados 

relevantes para a pesquisa de CEF através das condições de estresse ácida, alcalina, neutra, 

fotolítica e oxidativa. Por meio destas análises foi possível observar os produtos formados a 

partir de CEF e propor as rotas de degradação nas condições avaliadas, apresentadas no 

Esquema 2. 

A proposta da fragmentação de CEF apresenta algumas modificações clássicas e 

importantes, que ocorrem na degradação de compostos b-lactâmicos, tais como, a perda do 

grupo da NMP pela clivagem da cadeia lateral R2 presente no C-3 (SMITH et al., 2015) e a 

quebra do anel b-lactâmico quando exposto em meio ácido ou alcalino, que também ocorre para 

as penicilinas (BASÁEZ; VANÝSEK, 1999). Estudos com a ceftazidima, uma cefalosporina 

de segunda geração, demonstraram similaridade na hidrólise do anel b-lactâmico, após sua 

solução aquosa ser exposta à alta temperatura, apresentando semelhança com o ocorrido com o 

CEF (FARINA et al., 1999). Outros estudos relacionados à quebra do anel b-lactâmico foram 

reportados na literatura, utilizando os fármacos ampicilina, amoxicilina, ceftazidima, 

ceftriaxona, imipenem e penicilina (BRANCH et al., 1986; FRAU et al., 1997; ZAJA̧C; 

MUSZALSKA, 1998; ZAJA̧C; SIWEK; MUSZALSKA, 1998; HIRSCH et al., 1999; 

SACHER et al., 2001; SHAMSIPUR et al., 2002; DESHPANDE; BAHETI; CHATTERJEE, 

2004; NÄGELE; MORITZ, 2005; LI et al., 2008; HIRTE et al., 2016). 

A hidrólise da ligação entre o CO-N do anel b-lactâmico de CEF (m/z 481), a formação 

do grupamento carboxílico no anel b-lactâmico e a saída do grupo da NMP (m/z 86) sugerem a 

formação do produto PD2 de m/z 414, que já possuía um grupo livre de -COOH. Com isso, dois 

produtos são formados a partir de PD2, sendo que para a formação do primeiro ocorre a 

descarboxilação no anel b-lactâmico e a ligação de um radical hidroxila ao -CH2 presente no 

C-3 formando o produto intermediário PD4 de m/z 386. Para o segundo produto, PD2 poderá 

perder a hidroxila do grupamento carboxílico do anel b-lactâmico dando origem ao produto 

PD3 de m/z 402. O produto PD3 poderá apresentar o rompimento da ligação do anel b-lactâmico 

formando o produto PD9 de m/z 243. 

O PD4 pode sofrer processo da descarboxilação e as perdas do enxofre do anel 

diidrotiazina e do carbono com a hidroxila presente no C-3, ocorrendo o rearranjo das ligações 

entre os carbonos do anel de diidrotiazina formando o produto PD6 de m/z 277. Posteriormente, 

PD6 perde -NH3 da molécula ogirinando o produto PD7 de m/z 261, que ao final forma o 

produto PD11 de m/z 207. 
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Esquema 2- Proposta dos produtos de degradação formados a partir da molécula de CEF (m/z 481) exposta nas condições ácida, alcalina, neutra, fotolítica e 
oxidativa obtidos por ESI(+)-MS. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A outra parte da degradação de CEF (m/z 481) ocorre pela descarboxilação da molécula 

e pela hidrólise da ligação entre o CO-N do anel b-lactâmico mais a formação do grupamento 

carboxílico no anel b-lactâmico originando o produto PD1 de m/z 451, o qual posteriormente 

sofre a clivagem completa do anel b-lactâmico conduzindo ao produto PD8 de m/z 257. O PD1 

poderá formar outro produto por meio da descarboxilação no anel b-lactâmico e pelas perdas 

do grupo da NMP e do enxofre do anel diidrotiazina, ocorrendo o rearranjo das ligações entre 

os carbonos do anel de diidrotiazina formando o produto PD5 de m/z 279. A partir do produto 

PD8, a molécula perde o grupo -NH2 e a -OH da carboxila formando o produto PD10 de m/z 

226. O produto PD5 pode originar os produtos PD7 de m/z 261 e PD11 de m/z 207, sendo que 

para o PD7 também poderá ser formado o produto PD11. 

Vale ressaltar que somente com estas análises de EM não se pode afirmar se o produto 

de degradação é primário ou secundário, sendo necessário estudos suplementares para a 

caracterização exata dos produtos apresentados. 

A elaboração da proposta dos produtos formados a partir de CEF teve embasamento em 

alguns artigos de degradação de antimicrobianos contendo o anel b-lactâmico e compostos 

cefalosporínicos (FRAU et al., 1997; ZAJA̧C; MUSZALSKA, 1998; ZAJA̧C; SIWEK; 

MUSZALSKA, 1998; BASÁEZ; VANÝSEK, 1999; FARINA et al., 1999; HIRSCH et al., 

1999; HALLIGAN et al., 2000; BARBARIN; TILQUIN; HOFFMANN, 2001; SACHER et al., 

2001; SHAMSIPUR et al., 2002; DESHPANDE; BAHETI; CHATTERJEE, 2004; LI et al., 

2005; NÄGELE; MORITZ, 2005; FUKUTSU et al., 2006; CHONG; HU, 2008; LI et al., 2008; 

KLAUSON et al., 2010; LI et al., 2010; JAGADEESH KUMAR et al., 2010; WANG; RUAN; 

SHAN, 2013; LI; ZHANG; HU, 2014; YAN; SONG, 2014; ZALEWSKI; SKIBINSKI; 

CIELECKA-PIONTEK, 2014; SMITH et al., 2015; HIRTE et al., 2016; MASOUD et al., 

2016), os quais apresentam resultados semelhantes para alguns dos produtos de degradação 

formados. 

A técnica de ESI-MS demonstrou ser sensível, eficaz e simples, podendo ser utilizada 

para análises qualitativas e estudos de estabilidade do CEF amostra em pó liofilizado para 

solução injetável. 

 

8.2. Espectrometria de massas com ionização por Paper Spray (PSI-MS) 

 

A espectrometria de massas com ionização por Paper Spray (Paper Spray Ionization 

Mass Spectrometry - PSI-MS) apresenta algumas vantagens em relação à técnica de ESI-MS, 
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que é a não utilização de gás e de controle de temperatura, mas ao mesmo tempo pode apresentar 

algumas desvantagens dependendo do tipo de material utilizado para análise. O PSI-MS foi 

utilizado para avaliar o estudo de degradação da cefepima. Esta etapa foi realizada na York 

University no Canadá. 

 

8.2.1. Material 

 

O método foi determinado em espectrômetro de massas Ion trap (Thermo Fisher 

Scientific™, EUA), modelo LTQ Linear, equipado com fonte de ionização por electrospray e 

bomba de seringa (Harvard Apparatus, EUA), operando em modo de íon positivo com as 

soluções de CEF preparadas em água purificada. As massas dos compostos foram 

automaticamente determinadas usando o software Xcalibur™ 3.0. Na técnica de PSI-MS foram 

utilizados papéis filtros e politetrafluoretileno - PTFE (Teflon®). 

Para as análises de degradação acelerada utilizaram-se os solventes ácido clorídrico 

(Sigma-Aldrich®, EUA), hidróxido de sódio (Sigma-Aldrich®, EUA) e peróxido de hidrogênio 

(Sigma-Aldrich®, EUA). Também foram utilizados solventes de grau de HPLC, tais como, 

etanol (Sigma-Aldrich®, EUA) e ácido fórmico (Sigma-Aldrich®, EUA). 

No decorrer da análise outros equipamentos também foram utilizados: balança analítica, 

banho de aquecimento e purificador de água (Barnsteade™ NANOpure™, Thermo Fisher 

Scientific™, EUA). 

 

8.2.2. Método 

 

8.2.2.1. Preparo da solução de CEF SQR 

  

 A solução de CEF SQR (item 4.1) foi preparada pesando a massa de 20,88 mg e 

transferida para balão volumétrico de 10 mL, sendo posteriormente completado com água 

purificada, obtendo ao final solução na concentração de 2 mg/mL. 

 

8.2.2.2. Preparo da solução de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

  

 Um pool realizado com a quantidade presente em 5 frascos-ampola de CEF em pó 

liofilizado para solução injetável foi utilizado para preparar a solução de CEF amostra (item 

4.2), pesando a massa de 34,5 mg e transferindo-a para balão volumétrico de 10 mL, na 
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sequência completado com água purificada, obtendo ao final solução na concentração teórica 

de 2 mg/mL. 

 

8.2.2.3. Preparo da solução de L-arginina 

 

A solução placebo, contendo somente excipiente foi preparada pesando a massa de 14,5 

mg de L-arginina e transferida para balão volumétrico de 10 mL, sendo completado com água 

purificada, obtendo solução na concentração de 1,45 mg/mL, concentração teoricamente 

idêntica àquela encontrada na solução de amostra. 

 

8.2.2.4. Identificação das massas de CEF pela técnica de PSI-MS 

 

A técnica de PSI-MS foi realizada com o intuito de incorporar novas metodologias de 

análise realizadas no controle de qualidade de CEF.  Neste caso, a análise foi realizada para a 

determinação qualitativa das massas da CEF SQR, CEF amostra e seu excipiente a L-arginina 

presente na sua formulação, bem como, os fragmentos formados. Destaca-se que esta técnica 

possui uma grande praticidade no preparo e na realização das análises, tornando mais rápida a 

identificação do fármaco. Testes preliminares foram conduzidos, a fim de encontrar condições 

favoráveis para análise da solução de CEF por PSI-MS. 

Os ensaios foram preparados em espectrômetro equipado com fonte ESI no modo de 

íon positivo. A técnica de PSI-MS não requer a nebulização por gás e o aquecimento. As 

análises foram realizadas utilizando PTFE (Teflon®), com a voltagem do capilar selecionada 

em 3,5 kV. Um volume de 10 µL da solução de CEF foi aplicado sobre o PTFE e na sequência 

um volume de 50 µL de etanol foi aplicado sobre a gota da solução de CEF presente no PTFE, 

a fim de auxiliar na dispersão da amostra durante a análise. Os espectros completos (full-scan) 

foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 800 amu e acumulados por 30 segundos. Todas as 

soluções foram acidificadas antes da análise, usando 0,1% de ácido fórmico. 

 

8.2.2.5. Degradação acelerada 

 

 O perfil de degradação de CEF foi estudado sob várias condições semelhante à descrita 

no item 6.3.2.1.2.5. Todas as soluções de CEF amostra foram preparadas para gerar no final a 

concentração teórica de 2,0 mg/mL do fármaco. Alíquotas de cada solução foram analisadas 

em 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas de degradação. 
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8.2.3. Resultados 

 

Durante os ensaios preliminares foram realizados pequenos ajustes no método para 

definir a melhor condição de análise de CEF por meio da técnica de PSI-MS. Dentre estes 

ajustes, foram realizados ensaios com dois tipos de papéis: o papel filtro e o PTFE. O papel 

filtro utilizado nos testes preliminares apresentou ótima dissipação da amostra, porém, notou-

se que durante os experimentos ocorreram problemas ocasionados pela descarga do eletrodo, 

de modo que houve a formação de arco elétrico entre o papel filtro e o inlet (dispositivo para 

introdução da amostra no espectrômetro), inviabilizando sua utilização neste caso. Isto 

provavelmente ocorreu pelo fato de se utilizar solução aquosa para o preparo da amostra.  

Por outro lado, a utilização do PTFE foi a que melhor apresentou os resultados com as 

soluções de CEF para a técnica de PSI-MS. Nas análises com PTFE foi necessária a aplicação 

de etanol puro para melhor solubilização da amostra. A técnica de PSI-MS está representada na 

Figura 56.  

 
Figura 56- Análise de espectrometria de massas com ionização por Paper Spray (PSI-MS). 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os espectros resultantes para CEF SQR, CEF amostra e L-arginina analisados pela 

técnica de PSI-MS em modo positivo de análise são apresentados pelas Figuras 57, 58 e 59, 

respectivamente. 
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Figura 57- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF SQR (2 mg/mL). 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Figura 58- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (2 mg/mL). 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 59- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de L-arginina (1,45 mg/mL). 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os resultados para técnica de PSI(+)-MS para CEF SQR, CEF amostra e L-arginina 

foram relativamente semelhantes aos resultados da técnica de ESI(+)-MS, apresentando uma 

única diferença que foi a presença de três íons referentes ao ruído de base (background) da 

análise. As presenças dos íons do PTFE não interferiram as análises de PSI(+)-MS e os picos 

apresentados para o ruído de base foram com m/z de 93, 107 e 121, provenientes do polímero 

presente no PTFE formados por carbono e flúor. Outro fator importante foi que parte da amostra 

de CEF interagiu com o PTFE ficando retido. Desta forma, houve uma redução do pico de CEF 

apresentado no espectro. Devido este fator, utilizou-se a concentração da solução de CEF em 2 

mg/mL ao invés de 40 µg/mL, como havia sido usado para ESI(+)-MS, mesmo assim, o pico 

de CEF ainda ficou abaixo do apresentado pela técnica de ESI(+)-MS. 

Os espectros resultantes da técnica de PSI(+)-MS apresentaram íons de m/z 86 para N-

metilpirrolidona (impureza presente no CEF), 241 [CEF+2H]2+ (cefepima duplamente 

protonada) e 481 [CEF+H]+ (cefepima protonada) para CEF SQR e CEF amostra, e para L-

arginina as massas apresentadas foram íons de m/z 175 [ARG+H]+ (arginina protonada) e 349 

[2ARG+H]+ (dímero protonado). 
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8.2.3.1. Degradação acelerada pela técnica de PSI-MS 

 

Semelhante ao teste de degradação acelerada realizado por ESI(+)-MS, neste método de 

PSI(+)-MS foi possível verificar as massas dos produtos formados durante o experimento, 

realizados a partir da amostra de CEF em pó liofilizado para solução injetável. Através deste 

estudo, foi possível observar se houve similaridade das massas apresentadas no PSI-MS com 

os ensaios realizados por ESI(+)-MS. 

Para todas as condições de estresse avaliadas ocorreram o decréscimo do pico de CEF 

e também a formação de novos produtos nos espectros. Alguns espectros apresentaram massas 

idênticas em diferentes condições de estresse, sendo possivelmente o mesmo produto formado. 

Os espectros com as degradações ácida, alcalina, neutra, fotolítica e oxidativa são 

apresentados nas Figuras 60, 61, 62, 63 e 64, respectivamente, sendo possível a visualização 

das massas adicionais correspondentes aos produtos formados e à massa principal de CEF. 
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Figura 60- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (2 mg/mL) submetida à 
degradação ácida (HCl 0,1 M) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: HCl 0,1 M. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 61- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (2 mg/mL) submetida à 
degradação alcalina (NaOH 0,001 M) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: NaOH 
0,001 M. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 62- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (2 mg/mL) submetida à 
degradação neutra (água purificada) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: água 
purificada. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 63- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (2 mg/mL) submetida à 
degradação fotolítica (água purificada) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a temperatura ambiente. 
Branco: água purificada. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 64- Espectro PSI(+)-MS obtido a partir da solução de CEF amostra (2 mg/mL) submetida à 
degradação oxidativa (H2O2 0,05%) nos tempos 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 horas a 60 °C. Branco: H2O2 0,05%. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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A hidrólise em meio ácido, apresentada na Figura 60, expõe um espectro referente ao 

branco da análise, o solvente HCl 0,1 M. Os resultados para a degradação realizada na condição 

de estresse ácida são apresentados na Tabela 79 com suas respectivas massas (m/z). 

 
Tabela 79- Relação dos picos apresentados na análise de PSI(+)-MS para a hidrólise de CEF em 
condição ácida 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

93 Ruído de base (PTFE) 

107 Ruído de base (PTFE) 

121 Ruído de base (PTFE) 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

207 PD11 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

243 PD9 

289 PD 

370 PD 

447 PD 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
  

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Os resultados para a hidrólise em meio alcalino, representados pela Figura 61, 

apresentam um espectro derivado do branco da análise, NaOH 0,001 M.  Para esta condição a 

relação de todos os íons resultantes da degradação é apresentada pela Tabela 80. 
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Tabela 80- Relação dos picos apresentados na análise de PSI(+)-MS para a hidrólise de CEF em 
condição alcalina 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

93 Ruído de base (PTFE) 

107 Ruído de base (PTFE) 

121 Ruído de base (PTFE) 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

193 PD 

207 PD11 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

243 PD9 

261 PD 

289 PD 

291 PD 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

A condição de estresse neutra, representada pela Figura 62, apresenta no primeiro 

espectro o branco da análise, realizado com água purificada. Para a hidrólise neutra observou-

se que não ocorreu a formação de muitos produtos, igualmente à análise apresentada por 

ESI(+)-MS. A relação dos íons nos espectros está apresentada na Tabela 81. 
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Tabela 81- Relação dos picos apresentados na análise de PSI(+)-MS para a hidrólise de CEF em 
condição neutra 
 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

93 Ruído de base (PTFE) 

107 Ruído de base (PTFE) 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

207 PD9 

223 PD 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

261 PD7 

289 PD 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Na condição de estresse fotolítica realizada por PSI(+)-MS, representada pela Figura 

63, é possível observar que não houve formação de produtos para todos os tempos de análise 

ou os produtos ficaram retidos no PTFE. Para o espectro do branco da análise, foi utilizada água 

purificada. A Tabela 82 apresenta a relação de todos os íons da análise pela condição fotolítica. 

 
Tabela 82- Relação dos picos apresentados na análise de PSI(+)-MS de CEF para a condição fotolítica 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

93 Ruído de base (PTFE) 

107 Ruído de base (PTFE) 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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O último experimento realizado pela técnica de PSI(+)-MS foi em condição oxidativa 

(Figura 64), apresentando um espectro referente ao branco da análise, que foi realizado com 

H2O2 0,05%. A degradação de CEF nesta condição pode ser observada após 6 h de análise, 

onde não era mais possível visualizar os picos de CEF no espectro. Na Tabela 83 é apresentada 

a relação dos produtos formados nesta análise. 

 
Tabela 83- Relação dos picos apresentados na análise de PSI(+)-MS de CEF para a condição oxidativa 
 

m/z Produtos apresentados 

86 N-metilpirrolidona [NMP+H]+ 

93 Ruído de base (PTFE) 

175 L-arginina [ARG+H]+ 

207 PD11 

241 CEF [CEF+2H]2+ 

243 PD9 

261 PD7 

288 PD 

481 CEF [CEF+H]+ 

PD: Produto de degradação. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

As análises de degradação preparadas através da técnica de PSI(+)-MS foram de suma 

importância para avaliar os produtos formados a partir de CEF. Nos resultados apresentados 

foram observadas diferenças nos íons, quando comparado com a técnica de ESI(+)-MS. Outros 

fatores relevantes, foram a diminuição e o desaparecimento de alguns íons nos espectros de 

PSI(+)-MS, presentes na técnica de ESI(+)-MS. Provavelmente, este fato está relacionado com 

a interação das substâncias com o PTFE ou a volatilização desses compostos, as quais afetaram 

sua visualização e diminuição nos espectros. 

Até o presente momento não foram encontrados artigos científicos publicados nos 

periódicos e em bancos de dados para análise de CEF através da técnica de PSI-MS. 

Uma vantagem que esta técnica possui é a de não utilizar a nebulização por gás e não 

necessitar do controle da temperatura para seu funcionamento, deste modo ela se torna uma 

técnica prática e de fácil manuseio pelo operador, e de certa forma econômica, por não precisar 

de muitos materiais, com exceção do PTFE, que apresenta um valor considerável. 
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A técnica de PSI(+)-MS demonstrou ser eficaz, rápida e voltada ao meio ambiente; 

pode-se também utilizar esta técnica para análises qualitativas de CEF, porém, deverá ser 

proporcionada uma maior atenção nestas interações e à volatilização dos compostos. 

 

8.3. Discussão das técnicas ESI-MS e PSI-MS 

 

Neste trabalho foi possível verificar através das técnicas de ESI-MS e PSI-MS os 

produtos formados a partir de CEF por meio das condições de estresse ácida, alcalina, neutra, 

fotolítica e oxidativa. 

Nas pesquisas realizadas em periódicos e bancos de dados foram encontrados poucos 

artigos publicados referente ao estudo de degradação ou fragmentos de CEF. Os trabalhos 

publicados até o presente momento são: USLU; OZKAN; ZUMAN, 2004; CHONG; HU, 2008; 

JAGADEESH KUMAR et al., 2010; ABDEL-FATTAH et al., 2013; DĄBROWSKA et al., 

2015; MOSTAFA et al., 2015. 

Pesquisas envolvendo a degradação forçada de um fármaco são de suma importância 

para a compreensão do comportamento químico da molécula. Este estudo identifica não apenas 

os possíveis produtos de degradação, mas também fornece detalhes relevantes para o 

desenvolvimento de novas fórmulas e a sua preparação. De acordo com a ICH (2005), a 

finalidade dos testes de estabilidade é provar a qualidade de um composto ou substância sob a 

influência de vários fatores. 

Assim, os estudos de estabilidade de CEF amostra em pó liofilizado para solução 

injetável são essenciais para garantir a eficácia e segurança dos novos produtos farmacêuticos 

que utilizem este fármaco. 
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9. ESTUDOS DE ESTABILIDADE 

 

Os produtos farmacêuticos durante seu período de armazenamento e uso, deve 

apresentar estabilidade bem definida, mantendo suas características iniciais com limites 

estabelecidos (VADAS, 2000). Nestes estudos de estabilidade, destaca-se a importância da 

qualidade, segurança e eficácia apresentada pelos medicamentos, uma vez estes não sendo 

estáveis, poderão apresentar mudanças em suas características físicas, químicas e terapêuticas 

(MARKENS, 2010). 

O estudo de estabilidade de curta duração (40 ± 2 °C e 75 ± 5% UR) e o estudo de 

estabilidade de longa duração (30 ± 2 °C e 75 ± 5% UR) foram realizados de acordo com a 

Resolução RE nº 1, de 29 de julho de 2005, com durações de seis meses e dois anos, 

respectivamente (BRASIL, 2005). Os parâmetros analisados foram: teor químico e possíveis 

produtos de degradação avaliados através do método cromatográfico e a potência do 

antimicrobiano realizada através do ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico, ambos 

desenvolvido e validado neste trabalho para a quantificação de CEF amostra em pó liofilizado 

para solução injetável, assim como as características físico-químicas, através de sua aparência 

(cor e odor) e seu pH. 

O objetivo deste estudo não foi determinar o prazo de validade do produto, pois o mesmo 

já se encontra disponível no mercado com sua validade definida, mas sim verificar o 

comportamento da formulação frente às condições dos estudos de estabilidades de preparações 

farmacêuticas. 

 

9.1. Material e método 

 

 Os estudos de estabilidade de CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 

foram realizados em câmara climática modelo MA835 (MarconiÒ, Piracicaba, SP, Brasil) com 

controle de temperatura e UR. Os frascos-ampola de CEF amostra foram adicionados na câmara 

climática em sua embalagem original de vidro e lacrado. Os estudos de estabilidade de curta 

duração foram conduzidos nas condições de 40 ± 2 °C e 75 ± 5% UR, analisados nos tempos 

0, 3 e 6 meses. Para os estudos de estabilidade de longa duração as condições utilizadas foram 

de 30 ± 2 °C e 75 ± 5% UR, sendo analisados nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses. 
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O método de CLAE foi empregado para a avaliação dos estudos de estabilidade de CEF, 

utilizando a coluna Luna C18 Phenomenex® (250 x 4,6 mm; 5 µm) com fase móvel de água : 

etanol (45:55, v/v), vazão de 0,5 mL/min, a detecção foi realizada utilizando o comprimento de 

onda de 258 nm com um tempo de corrida de 8 min, conforme descrito no item 6.3. A 

concentração das soluções de CEF utilizadas para as análises por CLAE foi de 40 µg/mL. 

 O ensaio microbiológico por turbidimetria foi utilizado para a avaliação da atividade 

biológica da molécula de CEF frente aos estudos de estabilidade. Os ensaios foram realizados 

em caldo Casoy utilizando 8% do inóculo de Staphylococcus aureus ATCC 6538, incubados 

em shaker por 4 horas a 35 °C ± 1°C, conforme descrito no item 6.4. As concentrações das 

soluções de CEF nos ensaios foram de 36,0; 54,0 e 81,0 µg/mL. 

 

9.2. Resultados e discussão 

 

Em relação às características físico-químicas do estudo de estabilidade de CEF amostra 

não foi observada alteração no odor do produto, porém a coloração sofreu pequenas alterações, 

conforme o aumento do tempo de exposição, a qual passou de quase branco para levemente 

amarelado. A Figura 65 apresenta a comparação do produto farmacêutico no tempo zero de 

exposição aos demais meses do estudo de estabilidade. 
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Figura 65- Avaliação da cor apresentada por CEF amostra em pó liofilizado para solução injetável 
obtidas no estudo de estabilidade. CD: Curta duração; LD: Longa duração. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Os resultados de teores e de pH das soluções de CEF amostra obtidos ao longo dos 

estudos de estabilidade de curta e longa duração são apresentados na Tabela 84. 
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Tempo	zero

6 meses	LD

3	meses	LD
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18	meses	LD

3	meses	CD

6 meses	CD

24	meses	LD
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Tabela 84- pH e teores de CEF em pó liofilizado para solução injetável apresentados nos estudos de 
estabilidade de curta e longa duração obtidos por CLAE e ensaio microbiológico pelo método 
turbidimétrico 
 
     CLAE  TURBI 

Estudo 
Tempo 
(meses) 

 pHe  Teor 
(%)c 

% de 
degradaçãod  Teor 

(%)c 
% de 

degradaçãod 

 0  4,8  106,21 ---  102,46 --- 

Curta 
duraçãoa 

3  4,7  101,55 4,38  98,90 3,48 

6  5,4  100,89 5,00  97,86 4,49 

Longa 
duraçãob 

3  5,6  106,29 ---  101,79 0,65 

6  5,8  106,58 ---  101,23 1,20 
9  5,7  105,62 0,55  101,41 1,03 

12  6,0  105,20 0,95  100,77 1,65 
18  6,0  103,25 2,78  100,08 2,33 

24  6,0  101,94 4,02  100,17 2,23 
aCurta duração: realizados nas condições de 40 ± 2 °C e 75 ± 5% UR (BRASIL, 2005); 
bLonga duração: realizados nas condições de 30 ± 2 °C e 75 ± 5% UR (BRASIL, 2005); 
cMédia de três determinações; 
dPorcentagem de degradação de CEF comparado ao tempo 0 meses; 
epH: Medições feitas em soluções-mãe de CEF na concentração de 100 µg/mL. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 Os dados de teores dos estudos de estabilidade obtidos em seus respectivos tempos de 

exposição (meses) por meio dos métodos de CLAE e microbiológico por turbidimetria foram 

plotados em um gráfico representado pela Figura 66.   
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Figura 66- Teores de CEF amostra em pó para solução injetável dos estudos de estabilidade de curta e 
longa duração obtidos por CLAE e ensaio microbiológico por turbidimetria. CD: Curta duração; LD: 
Longa duração. 
 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Durante os estudos de estabilidade os valores de pH das soluções-mãe de CEF amostra 

foram verificados, apresentando, com o decorrer do tempo, um aumento no valor de pH, 

passando de 4,8 para 6,0 ao final dos estudos. Apesar deste aumento, os valores de pH obtidos 

para as soluções de CEF estão dentro da faixa estabelecida pela literatura descrita para o produto 

farmacêutico, sendo de 4,0 a 6,0 (USP 37, 2014). 

O método cromatográfico foi escolhido para avaliar estes estudos devido à alta 

seletividade e a possibilidade de visualizar a presença ou não de produtos de degradação. Os 

valores de teores obtidos para os estudos de estabilidade de curta e longa duração, 

demonstraram que as perdas nas porcentagens dos teores de CEF ficaram abaixo de 5,0%, em 

relação ao tempo zero. Por meio do método de CLAE foram observados nos cromatogramas 

que não houve o aparecimento de novos picos relacionados aos produtos de degradação. 

No quesito atividade biológica, a avaliação foi realizada por meio do ensaio 

microbiológico turbidimétrico, resultando em perdas abaixo de 4,49% nos teores, apresentando-

se dentro do limite descrito na literatura, o qual preconiza que para testes biológicos o produto 
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não poderá apresentar ao final dos estudos perda superior a 5% comparado ao valor inicial 

(ICH, 2003; BRASIL, 2005). 

Os resultados de teores apresentados pelos estudos de estabilidade de CEF ficaram 

dentro dos valores de referência de 90% a 115% estabelecido pelo compêndio oficial (USP 37, 

2014). 

Desta forma, foi possível avaliar o comportamento de CEF amostras em pó liofilizado 

para solução injetável nos estudos de estabilidade em exposição à temperatura e à UR. 
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10. ANÁLISE COMPARATIVA DOS MÉTODOS 

 

 Neste estudo foi realizada a análise comparativa entre os métodos de cromatografia 

líquida de alta eficiência, espectrofotometria de absorção nas regiões do ultravioleta, do visível 

e do infravermelho e ensaio microbiológico por turbidimetria, desenvolvidos e validados para 

a quantificação de CEF em pó liofilizado para solução injetável. A análise estatística entre os 

métodos foi realizada através da comparação dos teores médios obtidos pelas diferentes 

técnicas, tendo como principal objetivo verificar se as variabilidades presentes entre os métodos 

são significativas. Foi utilizada para a avaliação a análise de variância (ANOVA) para nível de 

significância de 5%, realizada pelo software ASSISTAT® versão 7.7 Beta. 

 

10.1. Resultados e discussão 

 

 Na Tabela 85, são apresentados os resultados dos teores médios obtidos pelos métodos 

empregados neste trabalho para quantificação de CEF amostra. Através destes resultados, é 

apresentada na Tabela 86 a análise de variância (ANOVA). 

  

Tabela 85- Teores médios obtidos pelos métodos validados para a quantificação de CEF em pó 
liofilizado para solução injetável 
 

 Método 

 CLAEa UVb VISc IVd TURBIe 

Teor (%) 
106,20 104,41 103,92 103,29 101,50 

106,64 103,61 104,54 104,55 103,17 
106,09 103,41 104,32 103,75 102,71 

Teor médio (%) 106,31 103,81 104,26 103,86 102,46 

DPR%f 0,28 0,51 0,30 0,61 0,84 
aCLAE: Método por cromatografia líquida de alta eficiência; 
bUV: Método por espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta; 
cVIS: Método por espectrofotometria de absorção na região do visível; 
dIV: Método por espectrofotometria de absorção na região do infravermelho; 
eTURBI: Ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico; 
fDPR%: Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 86- Comparação estatística por análise de variância (ANOVA) entre os métodos utilizados na 
quantificação de CEF pó liofilizado para solução injetável 
 

Fonte da 
variação SQ GL MQ Fcal valor-p Ftab 

Entre grupos 23,17444519 4 5,793611297 17,916113* 0,000148 3,478050 
Dentro dos 

grupos 3,233743369 10 0,323374337    

       
Total 26,40818856 14     

*Significativo para p < 0,05. 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

 A comparação estatística dos métodos pela ANOVA demonstrou existir diferença 

significativa entre os métodos, quando utilizado o nível de significância de 5%. Desta forma, 

foi realizado o teste de Tukey, com o intuito de identificar quais métodos comparados entre si 

apresentam diferenças significativas das médias. O teste de Tukey é apresentado na Tabela 87, 

no qual foi empregado os valores de teores do CEF amostra obtidos em cada um dos métodos 

validados. 

 
Tabela 87- Análise comparativa pelo teste de Tukey dos teores médios obtidos pelos métodos validados 
para a quantificação de CEF em pó liofilizado para solução injetável 
 

Métodos Média dos tratamentos1 valor-p* dms2  

CLAE 106,31 a 

0,0001 1,52866 

 
UV 103,81     b  c  

VIS 104,26     b  
IV 103,86     b  c  

TURBI 102,46     b  c  

Teor médio (%) 104,14    

DPR%3 1,33    
*Significativo para p < 0,05; 
1As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si; 
2dms: Diferença mínima significativa; 
3DPR%: Desvio Padrão Relativo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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O coeficiente de variação (CV) ou o desvio padrão relativo (DPR) é uma estimativa do 

erro experimental em relação à média geral do teste. O CV é um valor estatístico muito 

empregado como medida de avaliação da qualidade experimental. É estabelecido para o CV 

que quanto menor for sua estimativa, maior será a precisão do teste, da mesma forma ocorre ao 

contrário. Na presença de elevada precisão dos testes (indicando uma maior qualidade), 

observa-se resultados com menores diferenças significativas entre as estimativas de médias 

(CARGNELUTTI FILHO; STORCK, 2007). 

O DPR é uma medida de dispersão importante para avaliar a variação observada nos 

valores de um conjunto de dados e indicar a homogeneidade do grupo. Quanto menor o valor 

do desvio padrão relativo, maior a precisão dos dados obtidos. Assim, observou-se DPR inferior 

a 0,84% nos cinco métodos validados. 

O valor-p, definido como a probabilidade de se observar um valor da estatística de teste 

maior ou igual ao encontrado, foi calculado. Usualmente, o valor de corte para rejeitar a 

hipótese nula é de 0,05. Isto significa que quando não houver nenhuma diferença, um valor 

extremo para a estatística de teste é esperado em menos de 5% das vezes. 

A comparação das médias dos métodos permitiu um valor de 1,52866, com valor-p = 

0,0001. O valor de corte de 0,05 para o valor-p indica a rejeição da hipótese nula com a 

conclusão de que houve diferença estatisticamente significativa entre teores determinados nos 

métodos analisados. Isto indica que o valor “p = 0,0001” infere que há apenas uma 

probabilidade de 0,01% de se observar uma diferença entre os grupos sob a hipótese nula. 

Embora o valor muito pequeno de p signifique que houve diferença entre os grupos, isto 

não seria altamente relevante. O valor-p é significativo, mas as diferenças encontradas nos 

valores de teor do fármaco quantificado não têm relevância científica. 

Médias dos tratamentos seguidas de mesma letra indicadas na segunda coluna, não 

apresentam diferenças significantes, ao nível de significância de 5%, pelo teste de Tukey. 

 Embora o método de CLAE não tenha apresentado equivalência por meio dos resultados 

estatísticos, esta técnica possui uma maior precisão e sensibilidade, além de, possibilitar 

análises de estabilidade da molécula, a fim de detectar impurezas formadas após degradação 

forçada ou presentes na formulação. Outro fator relevante é o tempo de análise para CLAE, que 

deve ser levado em consideração na escolha do método a ser utilizado, uma vez que, apresenta 

rapidez e agilidade no preparo e na análise de compostos. Destaca-se também por não 

incorporar solventes tóxicos como constituinte de fase móvel, reduzindo a geração de resíduos. 

Por outro lado, o método apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de grande 
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quantidade de solventes e a utilização de equipamento e colunas cromatográficas com custos 

elevados. 

O método de espectrofotometria de UV apresenta baixo custo nas análises, sendo 

facilmente preparado pelo operador e com rapidez na obtenção dos dados, porém, não é 

específico e seletivo o bastante ao ponto de detectar produtos de degradação formados ou 

presentes na formulação de CEF. 

O mesmo ocorre com o método de espectrofotometria no VIS, pois trata-se de um 

método não seletivo e específico igual ao método de UV. Por outro lado, apresenta baixo custo 

nas análises, rapidez no preparo e compilação dos dados, além disso, o método no VIS 

desenvolvido e validado foi realizado em escala miniaturizada, minimizando tempo, consumo 

de materiais, solventes e compostos, promovendo segurança ao operador e gerando baixa 

quantidade de resíduo. 

 As análises microbiológicas resultam em informações relevantes da molécula sobre suas 

características antimicrobianas, a fim de fornecer os dados da potência do produto farmacêutico. 

Análises desta natureza deverão sempre estar em conjunto com outras análises físico-químicas, 

visto que estas últimas podem não apresentar capacidade de caracterizar a formação de produtos 

de degradação. As vantagens apresentadas para as técnicas microbiológicas são a não utilização 

de solventes orgânicos, os custos reduzidos e a possibilidade de identificação das cepas que 

foram sensíveis frente ao composto testado. Por outro lado, necessita de descontaminação dos 

materiais utilizados e pode apresentar um maior tempo de análise, porém, este tempo pode ser 

reduzido se utilizado o ensaio microbiológico por turbidimetria, o qual apresenta um tempo de 

análise relativamente baixo, tratando-se de análises microbiológicas. 

É importante ressaltar que os cinco métodos validados são capazes de quantificar a 

cefepima. 

Portanto, mesmo que nos testes estatísticos fossem evidenciadas diferenças e 

equivalências dos métodos utilizados na quantificação de CEF, cada um em particular possui 

características próprias para a análise da substância, destacando-se que alguns são mais 

específicos do que outros, tendo sua aplicação adequada na prática de controle de qualidade 

industrial. 
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11. CONCLUSÕES 

 

ü Em relação às análises qualitativas para a caracterização de CEF na forma farmacêutica, 

foram avaliadas as características organolépticas, ponto de fusão, teor de umidade, 

cromatografia em camada delgada, espectrofotometria com absorção nas regiões do 

ultravioleta, do visível e do infravermelho, espectrometria de massas e cromatografia 

líquida de alta eficiência; os métodos utilizados demostraram ser adequados para a 

identificação. 

 

ü Neste trabalho foram desenvolvidos e validados cinco métodos para quantificação de CEF, 

tais como, espectrofotometria nas regiões do UV, do VIS e do IV, cromatografia líquida 

de alta eficiência e ensaio microbiológico por turbidimetria. 

 

ü O método espectrofotométrico na região do UV foi validado utilizando água purificada 

como solvente, com detecção em 258 nm, apresentando os parâmetros de validação 

adequados. 

 

ü O método de espectrofotometria no VIS foi preparado em escala miniaturizada, a fim de 

buscar sempre pela inovação e avanço de técnicas de determinação de fármacos, destacou-

se também pelo fato do método não empregar solventes orgânicos nas análises. As soluções 

de CEF foram preparadas em água purificada como solvente e a detecção utilizada para os 

ensaios foi em 740 nm. Assim, houve diminuição dos materiais e solventes utilizados para 

a análise de CEF, bem como, redução significativa dos resíduos gerados pelas análises. 

 

ü Em relação ao método de espectrofotometria no IV médio (4000-400 cm-1), para o preparo 

da pastilha foi utilizado somente o fármaco homogeneizado com o reagente KBr. No 

método, não foram empregados solventes orgânicos, fato que vem ao encontro dos 

objetivos deste trabalho na prospecção de métodos voltados à química verde. 

 

ü Quanto ao método de CLAE, destaca-se a não utilização de solventes tóxicos ou soluções 

tamponantes, empregando solventes como, água e etanol na constituição da fase móvel, 

condições significativas para a redução dos resíduos tóxicos, e também não foram 

reportados na literatura e em bancos de dados a utilização desta mistura para a análise de 

CEF. 
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ü Foi validado o ensaio microbiológico por turbidimetria, para determinar a potência de CEF 

na preparação farmacêutica. O método foi desenvolvido utilizando água purificada para o 

preparo das soluções de CEF, a fim de verificar a potência de CEF frente ao Staphylococcus 

aureus ATCC 6538 IAL 2082, resultando em um método apropriado para a proposta 

estabelecida. A vantagem deste método vai além da não utilização de solventes orgânicos 

tóxicos aos operadores; destaca-se principalmente a redução no tempo de análise com 

incubação de 4 horas, quando comparado aos demais métodos microbiológicos 

tradicionais, como o de difusão em ágar. Assim como o método de CLAE, não foram 

encontrados na literatura e em bancos de dados métodos que utilizassem ensaios 

microbiológicos por turbidimetria para a quantificação de CEF. 

 

ü Através do método de espectrometria de massas utilizando a ionização por electrospray -

ESI(+)-MS, foram observados pelo menos 11 possíveis produtos de degradação formados 

a partir da molécula de CEF, quando expostas às condições de estresse ácida, alcalina, 

neutra, fotolítica e oxidativa. Assim, este estudo contribuiu para o conhecimento do 

comportamento da molécula nestes solventes, apresentando a proposta de rotas de 

degradação da molécula de CEF elaboradas mediante os resultados. 

 

ü Em relação aos estudos de estabilidade de curta e longa duração, a amostra de CEF 

apresentou perdas nas porcentagens de teores ao longo dos meses avaliados, quando 

exposta à temperatura e à UR, ficando dentro do limite preconizado pela literatura. Desta 

forma, destaca-se a importância do correto armazenamento do fármaco e do medicamento, 

visando manter o teor dentro dos limites preconizados durante seu prazo de validade. 

 

ü Desta maneira, conclui-se que todos os métodos desenvolvidos e validados neste trabalho 

poderão ser empregados nas análises de controle de qualidade, pois se apresentaram 

eficazes na quantificação de CEF em pó liofilizado para solução injetável. Outra importante 

característica é que os métodos foram planejados para serem ecologicamente corretos, não 

utilizando solventes tóxicos aos operadores, bem como, reduzindo os volumes utilizados e 

os impactos gerados ao meio ambiente. 
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