Arh.farm 2009;59: 509 — 523 Pregledni rad/Review article

Elektrohemijsko ponasanje metoksiimino
cefalosporina i njihovo in-vitro i in-vivo
odredivanje u urinu primenom
adsorptivne ,striping” voltametrije

Mara M. Aleksi¢ ', Vera Kapetanovi¢

'Institut za fizi¢ku hemiju, *Institut za analiti¢ku hemiju,
Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Vojvode Stepe 450,
11000 Beograd, Srbija

Kratak sadrzaj

U poslednje dve dekade elektroanaliticke metode su primenjivane za osetljiva i
selektivna odredivanja velikog broja cefalosporina. U ovom radu detaljno je prikazano
elektrohemijsko ponaSanje metoksiimino cefalosporina, mehanizam i priroda procesa
njihove redukcije na povrSini zivine elektrode, a posebna paznja posvecena je
sposobnosti molekula cefalosporina da se adsorbuju na povrSini elektrode.
Voltametrijske metode sa akumulacijom zasnivaju se na procesu specificne adsorpcije
cefalosporina na povrsini zivine elektrode i primenjuju se za odredivanje veoma niskih
koncentracija cefalosporina kako in-vitro, tako i in-vivo u bioloskom materijalu urinu.
Sumirani su rezultati primene metode adsorptivne ,striping” diferencijalno pulsne
voltametrije (AdSDPV) za odredivanje cefpodoksim proksetila (CP), cefotaksima (CF),
dezacetilcefotaksima (DCF) 1 cefetameta (CEF). Najveca osetljivost in-vitro
odredivanja u uzorcima urina, ostvarena je za CP u kiseloj sredini (granica detekcije:
7,4-10°M i granica odredivanja: 2,4-10*M), §to je u saglasnosti sa najizrazenijom
adsorpcijom ovog antibiotika, a zatim slede CF, DCF i na kraju CEF. Prikazana je i
primena AdSDPV metode za in-vivo odredivanja CF i DCF. Prednost AASDPV nad
drugim analitickim metodama je u jednostavnosti pripreme uzorka, a prednost nad
ostalim voltamperometrijskim metodama lezi u vecoj osetljivosti i selektivnosti.

Kljuéne reci: metoksiimino cefalosporini, redukcija, adsorpcija,
AdSDPV odredivanje, urin
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Uvod

Cefalosporini su sintetski antibiotici sli¢ni penicilinima po mehanizmu
dejstva 1 farmakoloSkim karakteristikama, a od njih se razlikuju po Sirem
antibakterijskom spektru i otpornosti na B-laktamazu [1]. Ova jedinjenja sadrze
B-laktamski ciklus vezan za SestoClani dihidrotiazinski ciklus i poseduju
razliCite supstituente u bocnim lancima u C3 i C7 polozajima. Sa
elektrohemijskog stanoviSta posebnu grupu ¢ine metoksiimino cefalosporini,
cefalosporini sa metoksiimino grupom u C7 poloZaju, koja se moze redukovati
na Zivinoj elektrodi, na ¢emu se i zasniva primena elektroanalitickih metoda.

Rani radovi El-Maali i koautora [2], kao i Bernacca i saradnika [3], bavili
su se ispitivanjem mehanizma redukcije metoksiimino grupe na Zzivinoj
elektrodi primenom klasi¢ne polarografije sa jednosmernom strujom, dok su
Ogorevc [4] i Fogg [5] sa saradnicima koristili diferencijalno pulsnu
polarografiju za kvantitativno odredivanje cefalosporina i njihovih
degradacionih produkata u vodenim rastvorima. Polarografske metode pokazale
su nisku osetljivost, pa je zapocela primena voltametrije sa akumulacijom
cefalosporina na povrsini stacionarne zivine elektrode [6]. Ova metoda, iako je
pokazala veéu osetljivost za odredivanja u farmaceutskim preparatima, nije
mogla biti primenjena za odredivanje iz bioloskog materijala.

Osim redukcije na zivinoj elektrodi, metoksiimino cefalosporini mogu se
redukovati ili oksidovati i na ¢vrstim elektrodama. Za ova odredivanja utvrdeno
je da su manje osetljiva i najcesce se izvode na elektrodama od zlata i platine
[7], staklastog ugljenika [8], ugljeni¢ne paste [9] i drugih ugljeni¢nih elektroda
[10, 11] koje mogu biti specijalno modifikovane i aktivirane [12].

Prvi radovi koji su se bavili odredivanjem metoksiimino cefalosporina u
bioloskom materijalu predstavljali su in-vitro odredivanja. Tako su standardni
rastvori cefalosporina dodavani u urin, pa su cefiksim (CK) i CP odredivani u
kiseloj sredini [13], a CF u nanomolarnim koncentracijama, odreden je uz
dugotrajnu akumulaciju u trajanju od 5 do 14 minuta [14]. U novije vreme
analize traju krace i postizu se vece osetljivosti odredivanja [15], a ispitivanja se
vr$e in-vivo iz bioloskog materijala kao S$to je urin, plazma, serum ili
cerebrospinalna tecnost [16-18]. U vecini slucajeva ova ispitivanja zahtevaju
prethodnu ekstrakciju ili hromatografsko razdvajanje cefalosporina iz bioloskog
materijala [19, 20].

Cefalosporini se primarno izlu¢uju preko bubrega. Njihovo vreme
poluzivota iznosi nekoliko ¢asova, a veéi deo unete doze (i do 60%) izluCuje se
putem urina u neizmenjenom obliku, dok se ostatak metaboliSe u aktivne ili
neaktivne metabolite [21]. CF naprimer, pod dejstvom enzima esteraze
deesterifikuje se do aktivnog metabolita DCF, koji je takode elektrohemijski
aktivan i mozZe se odredivati elektroanalitiCkim metodama direktno iz urina,
istovremeno sa predlekom CF [22].
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U ovom radu predstavljen je mehanizam redukcije i istaknuta je pojava
specificne adsorpcije metoksiimino cefalosporina na povrSini zZivine elektrode,
kao osnovnih preduslova za koris¢enje adsorptivnih tehnika za kvantitativno
odredivanje cefalosporina. Sumirani su rezultati odredivanja Cetiri
metoksiimino cefalosporina metodom adsorptivne ,,striping” diferencijalno
pulsne voltametrije. Neki od njih odredeni su in-vitro dodatkom u uzorak urina,
dok su ostali odredeni in-vivo iz urina, a u svim slucajevima bez ikakve
prethodne pripreme uzorka, §to predstavlja znatan doprinos jednostavnosti i
brzini primene ove metode.

Redukcija metoksiimino cefalosporina na povrsini Zivine
elektrode

Metoksiimino grupa (R >C=N-OCH;) u molekulima cefalosporina
(Tabela I), podleze redukciji na kapljucoj zivinoj elektrodi (KZE) i stacionarnoj
zivinoj elektrodi (SZE), dajuéi polarografske talase, tj. voltametrijske pikove u
Sirokoj pH oblasti (2 — 12) [22-26]. U kiseloj i neutralnoj sredini cefalosporini
daju jedan dobro izrazen pik (I) koji se sa porastom pH razdvaja u dva (II i III).
U alkalnoj sredini, pH > 10, javlja se novi pik (IV) na negativnim potencijalima
E~-1,5V. Osim navedenih voltametrijskih pikova svi cefalospororini, pa tako i
metoksiimino cefalosporini, pokazuju pik koji je posledica dvo-elektronske
redukcije nezasiCene C=C veze u dihidrotiazinskom ciklusu. Ova redukcija
odigrava se u kiseloj sredini na negativnim potencijalima koji su veoma bliski
redukciji H'-jona iz osnovnog elektrolita, pa stoga nije povoljna za
kvantitativna odredivanja.

Tabela I Cefalosporini odredeni AASDPV metodom
Table I  Cephalosporins determined using AASDPV
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Na slici 1 predstavljen je uticaj pH sredine na polozaj, tj. potencijal i
visinu pika redukcije metoksiimino grupe na primeru CP [24] kao predstavnika
ispitivanih cefalosporina. Pomeraj potencijala pika ka negativnijim vrednostima
sa porastom pH ukazuje da protonacija reaktivnog dela molekula prethodi
transferu elektrona [27, 28], a pojava maksimuma na svim krivama zavisnosti
intenziteta struje od pH upucuje na zakljucak da je adsorpcija na povrsini
elektrode izrazena na datim vrednostima pH. Analizom uticaja pH i brzine
promene potencijala, utvrdeno je da elektrodni proces redukcije na zivinoj
elektrodi predstavlja ireverzibilan, difuziono kontrolisan proces, uz jako
izrazenu adsorpciju na odredenim pH vrednostima [28].
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Slika 1. Uticaj pH na a) potencijal i b) struju DPV pika 1.10° M CP
u BR puferu

Figure 1. Influence of the pH on the DPVpeak: a) potential,
b) current of 1-10° M CP in BR buffer
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Mehanizam redukcije metoksiimino grupe odvija se u dva stupnja [29,
30]. U prvom stupnju se protonuje azot N—OCH; grupe (1), posle ¢ega dolazi
do raskidanja N—O veze uz utrosak dva elektrona (2), gradec¢i imin koji se dalje
protonuje (3) i redukuje u drugom dvo-elektronskom stupnju do odgovarajuceg
amina (4).

R,C =NOCH, + H" < R,C = NH'OCH, (1)
R,C=NH'OCH, +2¢+H" = R,C=NH+ CH,0H )
R,C=NH+H* < R,C=NH; 3)
R,C=NH; +2¢+2H" = R,CHNH, 4)

Pojava jednog cetvoro-elektronskog pika u kiseloj sredini (pik I slika 1)
posledica je bliskih vrednosti potencijala redukcije oksima i intermedijarnog
imina. Nasuprot tome, javlja se razdvajanje na dva dvo-elektronska pika (pH 7-
11), jer se redukcija oksima odvija na potencijalima koji su nesto pozitivniji od
potencijala redukcije odgovarajuceg imina. U alkalnoj sredini (pH > 10)
redukuje se neprotonovani oblik metoksiimino grupe i promena pH ne utice na
ovu redukciju.

Adsorpcija na povrsini Zivine elektrode

Adsorpcija metoksiimino cefalosporina na povrsini zivine elektrode utice
na proces elektroredukcije. Pojava adsorpcije zapazena je ranije i kod drugih
cefalosporina; konjugovane kiseline ovih jedinjenja koje nastaju u blizini
elektrode, adsorbuju se na povrsini elektrode pri potencijalima izmedu 0,0 V i -
0,2 V, a desorbuju pri potencijalima od -1,0 V do -1,2 V. Ovo je potvrdeno
polarografijom sa naizmeni¢nom strujom [31-33], ciklicnom voltametrijom [20,
34, 35] i diferencijalno pulsnom polarografijom [5, 20]. Poredenjem faradejske i
nefaradejske komponente naizmenic¢ne struje primeéeno je da se redukovani
oblik adsorbuje slabije od oksidovanog. Konjugovane kiseline, koje se redukuju
pri pH > 10 (slika 1 pik IV), ne pokazuju gotovo nikakvu adsorpciju [5, 31, 33].

Kako je voltametrija metoda koja se zasniva na redukciji na stacionarnoj
elektrodi 1 pri brzinama promene potencijala koje su veée u poredenju sa
polarografijom, poznato je da pojava adsorpcije viSe utiCe na oblik
voltametrijskog pika u odnosu na izgled polarografskog talasa. Simetri¢an oblik
voltametrijskih pikova CP, CF, DCF i CEF, prvi je pokazatelj da su ovi
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cefalosporini adsorbovani na povrSini zivine elektrode. Osim toga, izraZeni
maksimumi na krivama koje predstavljaju zavisnost intenziteta struje pika od
pH (slika 1b), potvrduju da je na datim pH vrednostima adsorpcija najizrazenija.
Sa slike 1b vidi se da je u sluc¢aju CP adsorpcija najjaca na pH 3,5 1 9,0; dok kod
ostalih ispitivanih lekova ove vrednosti variraju u opsegu jedne do dve pH
jedinice, Sto je predstavljeno u tabeli I1.

Tabela II Uslovi za odredivanje cefalosporina u urinu AdSDPV metodom
Table II Conditions for AASDPV determination of cephalosporins in urine

AY)
Cefalo ? Amplituda (mV); Sirina naponskog pulsa Eaum takum
pH Av
sporin _ (ms); brzina promene potencijala (mV/s) vV s
p (“-A |4 IS) V) (s)
3,5 65,8 -0,1 80
CP -100 mV; 20 ms; 200 mV/s
9,0 42,3 -0,3 50
2,8 17,4 -50mVv; 20 ms; 20 mV/s -0,1 30
CF
9,3 4,9 -25mV; 20 ms; 100 mV/s -0,1 30
2,8 16,3 -0,1 15
DCF -50mV; 20 ms; 20 mV/s
9,3 3,9 -0,1 15
2,0 13,7 -0,3 60
CEF - 100 mV; 20 ms; 200 mV/s
8,4 3,6 -0,2 120

Jedan od najpouzdanijih kriterijuma za ispitivanje uticaja adsorpcije na
proces elektroredukcije je ispitivanje zavisnosti intenziteta  struje
ciklovoltametrijskog pika od brzine promene potencijala, i, = f(v). Ukoliko
sistem pokaZze linearan oblik ove zavisnosti, proces je kontrolisan adsorpcijom,
a Sto je nagib dobijene prave veci, adsorpcija je izraZenija. U tabeli II,
predstavljene su vrednosti eksperimentalno dobijenih nagiba za neke
metoksiimino cefalosporine, odakle se vidi da najizrazenije adsorpcione
karakteristike pokazuje CP, kao i da u svim slucajevima ona dominira u kiseloj
sredini.
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Zapazene razlike posledica su specifi¢éne adsorpcije i orijentacije ovih
molekula na povrsini Zzivine elektrode. Utvrdeno je da cefalosporini sa
voluminoznijim supstituentom u C7 poloZzaju, pokazuju izrazeniju adsorpciju:
svi navedeni molekuli u C7 polozaju poseduju 2-aminotiazolil radikal za koji se
pretpostavlja da se ko-planarno orijentiSe na povrSini zive. Adsorpciji u kiseloj
sredini doprinosi i prisustvo NH; grupe na tiazolovom ciklusu koja je za
povrsinu zive vezana elektrostatickim silama u oblasti negativnih potencijala.
Prisustvo elektron donora, kao $to su azot i kiseonik u bo¢nom lancu, povecava
adsorpciju metoksiimino cefalosporina jer dolazi do povecanja elektronske
gustine na tiazolovom ciklusu usled prisustva slobodnog elektronskog para ovih
hetero atoma.

Supstituenti R; 1 R, u C3 polozaju pokazuju manji doprinos adsorpciji, u
odnosu na C7 supstituent, ali upravo razlika u strukturi ovih supstituenata
dovodi do razlike u adsorpcionim osobinama navedenih cefalosporina. Kao §to
je ve¢ receno, voluminoznija struktura i prisustvo kiseonika kao elektron donora
povecava adsorpciju CP i CF u odnosu na DCF i CEF.

Odredivanje niskih koncentracija primenom voltametrije sa
akumulacijom

Voltametrija sa akumulacijom ili adsorptivna ,striping” diferencijalno
pulsna voltametrija (AdSDPV) je elektroanaliticka tehnika koja omogucava
povecanje osetljivosti odredivanja za dva do tri reda veli¢ine u odnosu na
klasi¢nu voltametriju bez akumulacije, a da se pri tome ne gubi na preciznosti.

Postupak izvodenja AdSDPV tehnike je veoma jednostavan: u
troelektrodnu elektohemijsku ¢eliju, u kojoj se nalazi osnovni elektrolit
osloboden kiseonika kontinuiranim propustanjem azota, dodaje se ispitivani
uzorak. Radnoj Hg-elektrodi saopstava se potencijal akumulacije (F,wm) na
kome se u toku perioda akumulacije (#um), Uz stalno meSanje rastvora,
adsorbuje ispitivani uzorak. Po zavrSetku ovog procesa elektrodepozicije
nastupa druga faza — ,striping”, u kojoj se potencijal menja ka negativnijim
vrednostima, pri cemu se akumulirani materijal redukuje i na taj nacin rastvara i
vrata u rastvor. Ova metoda moze se primeniti samo ukoliko se ispitivani
molekul adsorbuje na povrSini zivine elektrode. U slucaju metoksiimino
cefalosporina ovaj kriterijum je zadovoljen, a samoj primeni metode prethodi
odredivanje optimalnih eksperimentalnih uslova kao $to su: amplituda i $irina
naponskog pulsa, brzina promene potencijala, veli¢ina Zivine kapi i kao
najvaznije, potencijal i vreme akumulacije. Neki od ovih parametara navedeni
su u tabeli II.
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Rezultati kvantitativnog odredivanja CP, CF, DCF i CEF u puferskom
sistemu dali su veoma dobre rezultate [22-26]. NajCeSce, linearnost je
postignuta u oblasti koncentracija od 1-10® do 1-107 M, ali u pojedinim
slucajevima kao kod CF oblast linearnosti je Sira. Najbolje rezultate pokazao je
CP u kiseloj sredini sa granicom detekcije (limit of detection, LOD) od 6,3-10”
M i granicom odredivanja (limit of quantification, LOQ) 2,1-10®* M, a najslabije
CEF (LOD = 2,52-10%M i LOQ= 8,4-10® M). Metoda se pokazala osetljivija za
sve metoksiimino cefalosporine u kiseloj u odnosu na alkalnu sredinu. Navedeni
rezultati u skladu su sa adsorpcionim karakteristikama ispitivanih cefalosporina,
jer je adsorpcija izraZenija $to je veéi nagib prave zavisnosti intenziteta struje
ciklovoltametrijskog pika od brzine promene potencijala, a vrednosti Ai, / Av
(date u tabeli II) najvece su za CP, a najmanje za CEF.

Primena AdSDPYV za odredivanje cefalosporina u humanom
urinu

Metoda AdSDP voltametrije za odredivanje metoksiimino cefalosporina
koja je postavljena u puferskim sistemima, primenjena je za odredivanje
navedenih cefalosporina i u urinu koji je prethodno osloboden proteina
talozenjem u prisustvu metanola i centrifugiranjem u trajanju od 25 min pri
3900 rpm, nakon cega je supernatant filtriran kroz 0,2 pm membranske filtre i
razblazen 100 puta.

Metoda kalibracione krive primenjena je za odredivanje CP, CF, DCF i
CEF u uzorcima urina u koje su sukcesivno dodavane odredene koli¢ine ovih
lekova. U tabeli III predstavljeni su parametri odredivanja koji obuhvataju
oblasti koncentracija i statisticke podatke dobijene regresionom analizom. Dobri
korelacioni koeficijenti (R > 0,99) ukazuju na linearnost kalibracionih
dijagrama. Kao i u puferovanim sistemima, tako i u uzorcima urina sa dodatim
crefalosporinima, najveéu osetljivost (najnize LOD 1 LOQ vrednosti) AASDPV
metoda je pokazala pri odredivanju CP, Sto je u saglasnosti sa najizraZzenijom
adsorpcijom ovog antibiotika, a zatim slede CF, DCF i na kraju CEF.
Ponovljivost metode dala je vrednosti RSD u opsegu od 1,4% za CF u kiseloj
sredini do 4,5% za odredivanje CEF u alkalnoj sredini. Ispitivanje preciznosti
metode u uzorcima urina kojima su dodati cefalosporini u koncentraciji od 0,3
ug/ml dalo je vrednosti relativne standardne devijacije, RSD, u opsegu od 2,1%
za CF do 6,3% za DCF.

Robustnost metode potvrdena je ispitivanjem uticaja malih promena
nekih od najvaznijih eksperimentalnih parametara na odgovor sistema, tj. na
srecovery” vrednost. Menjane su vrednosti pH, potencijala i vremena
akumulacije, amplitude 1 Sirine naponskog pulsa, veli¢ine Zivine kapi i brzine
promene potencijala. Najizrazeniji uticaj na fluktuacije struje pokazali su
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potencijal akumulacije i pH, ali nisu prelazile vrednost 4,6% koliko je dobijeno
za DCF.

Tabela III Statisticki parametri odredivanja cefalosporina u urinu
Table III  Statistic parameters for cephalosporin determination in urine

£ 2 = - =
é_ Ep § g s s = SD LOD LoQ
SE J 28 x
o | pH EEE 8% 3| s Sb R
3 v g5 $8 2 WA | M|
S £ 82 e >
2-108 - y =-0,1000
35 0,0077 | 8,27-104 0,9982 0,0066 7,4-10° 2,4-108
2-107 +3,114-106x
CP -0,50
1.107 - =-0,0041
9,0 y 0,0062 | 543-105 | 09987 | 0,0117 | 54108 | 18.107
2109 | +341610%
8-108 - y =0,0010 +
2.8 0,0008 | 1,26-103 0,9994 0,0011 2,6-108 8,8-108
1-106 8,880-104x
CF -0,60
8.107— | y=00014 +
93 0,0013 | 3,27-103 0,9990 0,0014 2,6-107 8,7-107
6107 | 145810
2.107— | y=00203+
2,8 0,0037 | 2,26-104 0,9984 0,0094 8,1-108 2,7-107
2-106 1,370-105%
DCF -0,23
5107— | y=00113+
93 0,0011 | 6,50-104 0,9981 0,0123 1,4-107 4,7-107
6-107 2,331-10%x
5107— | y=00113+
2,0 0,0024 | 1,61-104 0,9996 0,0062 3,1.107 1,0-106
1.105 2,302-10%x
CEF 055
1-106- y =-0,0385
8.4 0,0191 1,03-104 0,9932 0,0210 3,4-107 1,1.10%
1-105 +1,700-105x

S, Standardna devijacija odsecka.

Sy Standardna devijacija nagiba.

Specificnost metode ogleda se u njenoj sposobnosti da detektuje samo
ispitivan lek u prisustvu komponenata slozenog bioloskog materijala. Kako je
urin elektrolit veoma sloZenog sastava, samim tim takav je i izgled njegovog
AdSDP voltamograma, jer poseduje razli¢ite reduktabilne komponente. 1zgled
voltamograma urina slozeniji je u slabo alkalnoj sredini u odnosu na kiselu, ali
za odredivanje metoksiimino cefalosporina od presudne je vaznosti odsustvo
pikova redukcije ovog elektrolita na potencijalima oko —0,5 V, na kome se prati
redukcija cefalosporina nakon akumulacije na elektrodi, §to potvrduje izrazenu
specificnost metode (slika 2, kriva 1).
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Slika 2. AdSDP voltamogrami: 1) urina — slepe probe; 2) uzorka realnog
urina uzetog 60 min nakon intramuskularnog davanja CF;
3) realnog urina 2) uz standardni dodatak 1-10°M CF
(pH 2,8; v=20 mV/s; Exum = -0,1 V, £33um=30 ).

Figure 2. AdSDP votammograms of 1) blanck urine sample; 2) real urine
sample obtained 60 min after the intramuscular application of
CF; 3) real urine sample after addition of 1-10°M CF
(pH 2.8, v=20 mV/s, E,.. =-0.1 V, £,,=30 s).

Osim navedenih in-vitro ispitivanja, AUSDPV metoda primenjena je i za
in-vivo odredivanja CF i DCF [22, 26] iz uzorka urina uzetog od pacijenata
nakon intramuskularnog davanja leka. U bioanaliti¢koj praksi, pri radu sa
realnim uzorcima, jedan od primarnih ciljeva je skratiti i pojednostaviti
proceduru pripreme uzorka. U slucaju voltametrijskog ispitivanja pokazalo se
da ekstrakcija Cvrstom fazom (solid phase extraction, SPE) kao metoda
izolovanja cefalosporina iz urina nije neophodna. Vrednosti za ,recovery”
dobijene analizom ekstrahovanog uzorka i uzorka urina koji je bio samo
razblazen, bile su priblizno iste i $to je jo$ vaZnije, u ispitivanim oblastima
potencijala nije bilo strujnog odgovora iz kompleksnog sistema kakav je urin
osim pikova redukcije ispitivanih cefalosporina (slika 2, kriva 2). Stoga je i
priprema realnog uzorka podrazumevala taloZzenje proteina i razblazivanje, a
poreklo prisutnih pikova potvrdeno je metodom standardnog dodatka (slika 2,
kriva 3).

U slucaju in-vivo odredivanja CF i DCF iz smeSe [22] potvrdena je i
dobra selektivnost metode, jer se CF i njegov aktivan metabolit DCF mogu
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istovremeno odredivati u realnom urinu s obzirom da daju dva dobro razdvojena
voltametrijska pika koja se ne preklapaju ni nakon adsorpcije.

Zakljucak

Metoksiimino cefalosporini, redukuju se na povrsini Zivine elektrode u
cetvoroelektronskom ireverzibilnom procesu, uz jako izrazenu adsorpciju na
odredenim pH vrednostima. Pojava specificne adsorpcije na povrSini Zivine
elektrode, iskoriS¢ena je za razvoj adsorptivnih voltametrijskih tehnika za
kvantitativno odredivanje metoksiimino cefalosporina.

Podaci predstavljeni u ovom radu potvrduju da je primena adsorptivne
,striping” diferencijalno pulsne voltametrije dala veoma dobre rezultate
odredivanja metoksiimino cefalosporina, kako in-vitro, tako i in-vivo uslovima.
Metoda je validirana ispitivanjem odredenih parametara kao $to su osetljivost,
ponovljivost, preciznost, robustnost, selektivnost i specificnost. Rezultati
odredivanja ukazuju na visoku osetljivost i selektivnost AASDPV metode, a ono
Sto predstavlja poseban doprinos jesu jednostavnost i brzina izvodenja ove
metode, pa se ona moze primeniti za brzo pracenje individualne terapije kod
pacijenata.
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Electrochemical behavior of
methoxyimino cephalosporins and their
in-vitro and in-vivo determination in urine
by adsorptive stripping voltammetry
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11000 Belgrade, Serbia

Summary

In last two decades different electroanalytical methods are used for sensitive and
selective determination of cephalosporins. In this paper the electrochemical behavior of
methoxyimino cephalosporins, reduction mechanism and nature of the process at the
mercury electrode surface is presented. Special attention is paid to the cephalosporin
ability to adsorb on the electrode surface. Based on the methoxyimino cephalosporin
specific adsorption on the mercury surface, the adsorptive stripping methods are
established for determination of low concentration of these drugs in urine samples, both
in-vitro, and in-vivo. Application of the adsorptive stripping differential pulse
voltammetry (AdSDPV) for determination of cefpodoxime proksetile (CP), cefotaxime
(CF), desacetylcefotaxime (DCF) and cefetamet (CEF) is summarized. The best
sensitivity of in-vitro determination in urine was achieved for CP in acid solutions
(LOD 7.4-10°M and LOQ 2.4-10®M), what is in accordance with its most pronounced
adsorption properties, and followed by CF, DCF and CEF. In-vivo AdSDPV
determination of CF and DCF is also presented. AASDPV showed advantages over
other analytical methods in simplicity of the sample preparation, and is even more
sensitive and selective compared to other voltamperometric methods.

Key words: methoxyimino cephalosporins, reduction, adsorption,
AdSDPV determination, urine.
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