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RESUMO

O efeito complexante dos antibidticos B-lactamicos frente ao ion cobre (lI)
possibilitou a utilizacdo do eletrodo metalico para a determinacdo destas espécies
em amostras farmacéuticas. Para o desenvolvimento da metodologia, foram
estudadas as condi¢cdes experimentais com a finalidade de conseguir melhores
resultados, assim como os parametros intrinsecos de cada técnica utilizada. Os
resultados obtidos sugerem que o método proposto responde de maneira eficiente
na determinacdo de formulagcbes farmacéuticas, oferecendo limites de deteccao e
guantificacdo dentro da faixa necessaria. Entretanto, o0 método responde de maneira

semelhante para os dois farmacos estudados.

Palavras chave: Penicilinas; Eletrodo de cobre; Complexos de cobre.



1. INTRODUCAO

Antibiéticos sdo medicamentos amplamente empregados no tratamento de
infec¢des bacterianas nos humanos assim como nos animais (Hernandez, 2003).
Até o momento foram encontrados mais de 40000 antibioticos e por volta de 80
estdo em uso, eles apresentam estruturas diversas e por isso sdo separados por
classes e grupos (Joshi, 2002). Dentre os diversos antibidticos, a classe dos -
lactamicos age contra as infec¢des bacterianas inibindo a sintese protéica nos
ribossomos das bactérias pela leitura errénea do cédigo genético (Sher, 1997).

As penicilinas sdo um grupo de antibiéticos que faz parte da classe dos B-
lactamicos e possui como estrutura basica um anel heterociclico de cinco membros
ligado a um anel B-lactamico que apresenta diferentes substituintes dependendo do
antibiotico (Hernandez, 2003; Joshi, 2002). As chamadas penicilinas semi-sintéticas
como a ampicilina e amoxicilina sdo mais resistentes a p-lactamase e séo
sintetizadas a partir do acido 6- aminopenicilamico que é obtido da cultura de
Penicillium chrysogenum (Joshi, 2002).

Uma vez que os antibioticos atuam como importantes compostos bioativos e
quimioterapéuticos, eles possuem importancia na quimica medicinal, veterinaria e
industria alimenticia.

A realizacdo de um controle dos niveis de antibiéticos se da tanto pela
necessidade de monitoramento dos residuos destes em amostras biolégicas e em
alimentos assim como seu monitoramento em amostras farmacéuticas através do
controle de qualidade seja em industrias ou laboratérios de analise.

A andlise de penicilinas e outros antibioticos é comumente realizada por
ensaios biolégicos, e mais recentemente por técnicas cromatograficas (Hernandez,
2003; Joshi, 2002), entretanto as técnicas eletroanaliticas sdo pouco exploradas
para a determinacdo de antibidticos como as penicilinas. Estas técnicas oferecem
baixo custo de analise e pouco consumo de reagentes, sendo, portanto, uma op¢ao
para determinacéo destas substancias.

As técnicas voltamétricas consistem na medida da corrente em funcédo do
potencial aplicado e recentemente tem sido utilizadas também na determinacédo de

substancias que ndo sao eletroativas, uma vez que estas substancias possam



interagir com a superficie eletrédica como por exemplo através da complexacéo,

onde a intensidade de corrente é alterada.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

As penicilinas foram os primeiros antibiéticos a serem usados no tratamento de
infeccbes causadas por microorganismos gran positivos e gran negativos em
humanos e animais. O grupo das penicilinas faz parte de uma classe de antibiéticos
chamados de B-lactamicos e apresenta uma estrutura originada da fusao de um anel
B-lactamico com um segundo anel heterociclico de cinco membros que € chamado
de tiazolidina (Fig.1). Vérias penicilinas e outros antibiéticos sdo chamados de semi-
sintéticos por apresentarem em uma parte da molécula, o &cido 6-
aminopenicilamico que é preparado a partir da penicilina G ou V e posteriormente

atraves de sintese sao introduzidos outros grupos na molécula (Joshi, 2002).

Penicilina G

: e Cefalexina
(benzilpenicilina)

Ampicilina

Fopp-ad Pasy

Acido 6- amino-

Amoxicilina penicilamico

Figura 1: Estrutura quimica de algumas penicilinas importantes (Gonzalez, 2005).

Os antibidticos exigem técnicas de analises sensiveis, uma vez que suas
determinacdes séo dificultadas pela composicdo das amostras como, por exemplo,

excipientes em formulagdes farmacéuticas.



2.2 DETERMINAGCAO ANALITICA

A concentracdo de antibioticos p-lactamicos tem sido extensivamente
determinada por técnicas como cromatografia a gas, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e recentemente por eletroforese capilar (Hernandez, 2003; Joshi,
2002). Técnicas eletroanaliticas para a determinacdo de antibidticos séo raras na
literatura; Belal cita a reducdo de antibidticos B-lactdmicos no eletrodo de gota
pendente de mercurio apos o tratamento do analito com acido nitrico e nitrito de
sédio, processo chamado de derivatizacao (Belal, 1993).

As técnicas eletroanaliticas comumente permitem analise direta da amostra
ou mesmo quando necessitam de um pré-tratamento, estes sdo mais rapidos e
simples do que aqueles usados nas técnicas cromatograficas (Garcia, 2007). O
eletrodo de mercurio largamente utilizado vem sendo substituido por outras opcdes
devido a toxicidade deste metal. Eletrodos solidos oferecem uma janela
eletroquimica com potenciais bem positivos 0 que 0s torna atrativos para a quimica
analitica. Eletrodos de trabalho metalicos podem ser utilizados e a escolha do

material depende do tipo de substancias que se queira determinar (Garcia, 2007).
2.3 FORMACAO DE COMPLEXOS Cu®" - ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Nas estruturas quimicas apresentadas (Fig.1) pode-se observar a presenca de
grupos funcionais que podem atuar como ligantes frente a ions metalicos.

O cobre é um metal de transicdo que apresenta configuracdo [Ar] 3d™ 4s' e
pode apresentar mais de um estado de oxidacao (I, Il e 1), entretanto o cation cobre
(1) é mais comum e estavel e, portanto estes fons apresentam configuracéo d° com
um elétron desemparelhado (Coutinho, 2009).

Os ions cobre (Il) funcionam como biometais atuando como constituinte de
enzimas e outras moléculas biologicamente ativas. No corpo humano os ions cobre
Il livres ou coordenados a proteinas, enzimas, aminoacidos, bases nucléicas,
nucleotideos, glicosideos, nucleotideos e outros bioligantes podem interagir com as
penicilinas interferindo na agéo do farmaco (Sher, 1997).

No trabalho de Sher, a complexacéo entre cobre e penicilinas foi investigada
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por técnicas polarograficas e espectroscopicas devido esta interacdo possuir
importancia na alteracdo da atividade antimicrobiana quando o metal esta presente
(Sher, 1997). Foi observado neste trabalho que os antibiéticos pB-lactamicos
interagem com o ion metalico Cu** de modo a formar complexos com diferente
namero de coordenacéo. Foram observados complexos CuL e CuL; solaveis e CuL;
precipitado ( Sher, 1997).

Os polarogramas foram obtidos para diferentes antibioticos do grupo das
penicilinas e o resultado foi semelhante, apenas diferenciando no deslocamento do
potencial para a reducéo do complexo formado (Sher, 1997).

Outro trabalho realizado acerca da complexacdo do ion cobre com antibiéticos
B-lactamico utiliza os métodos espectroscopicos e cinéticos para estudar o
mecanismo de hidrolise dos antibioticos B-lactamicos catalizada pelo ion cobre (ll)
em meio acido (Gonzélez, 2005).

Trabalhos recentes relatam a utilizacdo do eletrodo de cobre na determinacéo
de aminoacidos e pesticidas como glifosato que interagem com o ion cobre Il de
modo a formar complexos resultando da dissolucdo da camada de Oxido presente na
superficie do eletrodo (Coutinho, 2009). Visto a existéncia de estudos que confirmam
a formacdo de complexos entre os antibidticos do grupo das penicilinas com o ion
cobre (II), também é esperado que a formacdo destes complexos resulte na
dissolucdo da camada de Oxido presente na superficie do eletrodo e
consequentemente poder explorar o efeito da complexacdo na corrente anddica do

metal para determinagfes analiticas.
2.4 SUPERFICIE DO ELETRODO DE COBRE: CAMADA PASSIVADORA

Estudos voltamétricos em diferentes valores de pH a cerca da superficie
metalica do cobre vem sendo realizados e sabe-se que a quimica deste processo é
bem complexa (Lorimer, 2004). Para a utilizacdo do eletrodo de cobre é necessério
gue o mesmo sofra um pré-tratamento onde na superficie do eletrodo € gerada uma
camada de Oxidos e hidroxidos de cobre que é chamada de camada passivadora
(Sierra, 2008).

O estudo eletroquimico da superficie eletrédica deve-se a importancia das
5



espécies presentes na camada passivadora em processos eletrocataliticos em
meios fortemente alcalinos. Um exemplo do efeito eletrocatalitico do cobre esta na
sua utilizacdo como detector eletroquimico acoplado a técnicas cromatogréficas,
onde o metal em meio altamente alcalino age catalisando a reacdo de oxidacao de
alcodis, aminoacidos e outros compostos polares pela formagdo da espécie cobre
(111) que atua como mediador redox ente o analito e o eletrodo (Coutinho, 2009).

A utilizacdo do eletrodo de cobre, porém vai além daquela citada para a
determinacdo de espécies que oxidam, embora ainda existam poucos relatos, ele
vem mostrando utilidade na determinagcdo de substancias complexantes que nas
mesmas condi¢des ndo se apresentam eletroativas (Garcia, 2007).

Os principios que norteiam a utilizacdo do eletrodo de cobre na determinacao
de espécies complexantes estdo baseados na formacao/dissolucdo da camada de
oxido/hidréxido na superficie do eletrodo quando este é submetido a uma varredura
de potencial positivo. A formacdo da camada passivadora € fortemente afetada

pelas condi¢cdes da superficie do eletrodo, do meio iénico, do pH e da concentracéo
de oxigénio (Coutinho, 2009).

4,0x10™
2,0x10=H 5
] a e /!.'I
~_/ —
< 0,0 S —_/
= — 7 -
[ Vo
-2.0;-:1{)'4-{( Y
|/ Y,
|
Y .
=1,0x107 d

‘08 06 04 -02 00 02 04 06
EN vs Ag/AaCl

Figura 2: Resposta voltamétrica do eletrodo de cobre em NaOH 0,10mol
L':velocidade de varredura, 100 mV s *; (a) Cu(0)/Cu(l): -0,34 V; (b) Cu(l)/Cu(ll): -
0,11 V; (c) Cu (I1)/Cu():-0,50 V e (d) Cu (I)/Cu(0): -0,81 V (Garcia, 2007).



Propde-se que a camada passivadora € composta por Cu/Cu,O/CuO/Cu(OH),
e gue estas espécies apresentam comportamento diferenciado dependendo do meio
no qual estdo inseridas (Lorimer, 2004).

Voltamogramas ciclicos (VC) obtidos em NaOH 0,1 mol L™ mostraram dois
picos anddicos e dois picos catddicos (Fig.2) ( Garcia, 2007).

O primeiro pico anodico (a) é atribuido a formagédo do 6xido cuproso e o
segundo pico anddico (b) é atribuido a formacdo de Oxido cuprico. ApGs o pico de
formacdo do oxido cuprico entende-se como formada a camada contendo Oxido e
hidréxido de Cu (ll) e Cu (I) que é conhecida como camada passivadora. Na
varredura negativa, tem-se a reducdo do Oxido cuprico a 6xido cuproso como
mostrado no pico (c) e posteriormente a reducdo do éxido cuproso a cobre metalico
no pico (d). (Garcia, 2007).

Em meio altamente alcalino, sugere-se que as seguintes reagdes envolvem o
processo na superficie do eletrodo:
a)2Cu+20H > Cu, O+H;0+2¢
b) Cu, O +20H > 2 CuO +H,0+ 2 ¢’

Cu+20H > CuO+H,0+2¢€

c)2CuO +H, O +2e — Cu, O+ 20H
d)Cu;O+H,0+2e >2Cu+20H

A presenca de substancias que formam complexos estaveis com os ions cobre
e interagem com esta camada de O0xido fazem com que a mesma seja dissolvida. O
resultado deste processo € que o equilibrio de formacdo da camada de 6xido é
deslocado para a formacdo do Oxido (principio de Le Chatelier) e a corrente de
oxidacdo é aumentada proporcionalmente a quantidade de 6xido que foi dissolvido
(Coutinho, 2009). Diferentes substancias atuam como ligantes para o cobre com
maior ou menor potencialidade e isso resultard em uma diferenca na magnitude da
corrente anodica obtida.

Essa potencialidade pode ser compreendida a partir de aspectos
termodinamicos e cinéticos. O aspecto termodinamico compreende a estabilidade do
complexo formado e os aspectos cinéticos compreendem a velocidade de formacéo

e dissolucao do oxido, a velocidade a qual a espécie complexante é transportada da
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solucdo para a superficie do eletrodo e a que o complexo formado é transportado
para a solucao (Sierra, 2008).

Um estudo realizado analisando o comportamento de diferentes substancias
complexantes com os ions cobre (Il) dentre as quais estdo o aminoacido glicina
(percussor do glifosato), o herbicida glifosato e um produto de sua degradacao
apresenta a potencialidade do eletrodo de cobre na determinacéo de substancias
complexantes e apresenta claramente que as substancias por terem estruturas
diferentes resultam em magnitudes de correntes diferentes ja que dissolvem a
camada de oxido em diferentes propor¢des (Coutinho, 2009).

O presente trabalho € uma proposta de se estudar a utilizacdo do eletrodo de
cobre para a determinacdo de antibidticos do grupo das penicilinas, visto que o
eletrodo ja foi utilizado para a determinacdo de substancias complexantes e que
outros estudos mostram que as penicilinas também apresentam essa caracteristica

de atuar como ligante.
2.5 TECNICAS ELETROANALITICAS

O comportamento do eletrodo de cobre na presenca de penicilinas sera
estudado por técnicas eletroanaliticas que dependem da medida da corrente em
funcdo do potencial aplicado e, portanto sdo chamadas de técnicas voltamétricas
(Skoog, 2002).

Os experimentos sdo realizados em uma célula que é constituida de trés
eletrodos imersos em uma solugédo contendo o analito e também um excesso de um
eletrdlito ndo reativo chamado de eletrdlito suporte.

Um dos trés eletrodos é chamado de eletrodo de trabalho, que neste sistema
sera o eletrodo metalico de cobre, cujo potencial em relacdo ao eletrodo de
referéncia varia linearmente com o tempo (Skoog, 2007). Como eletrodo de
referéncia serd usado o sistema prata/cloreto de prata que tem o potencial constante
de 0,199 V durante todo o experimento.O terceiro eletrodo é chamado de contra -
eletrodo e é entre ele e o eletrodo de trabalho que a corrente flui na célula, um fio de
platina pode ser usado para esta finalidade (Skoog, 2007).

Os experimentos eletroanaliticos sdo realizados em equipamentos chamados
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de potenciostatos que s&o acoplados a um microcomputador, onde os sinais de
excitacdo s&do gerados eletronicamente pela variacdo do potencial de maneira
sistematica em relacéo ao eletrodo de referéncia e a corrente resultante é registrada.
Desta maneira a variavel independente € o potencial do eletrodo de trabalho contra
o eletrodo de referencia e ndo o potencial entre o eletrodo de trabalho e o contra -
eletrodo (Skoog, 2002).

2.5.1. VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica (VC), embora ndo seja utilizada com freqiéncia para a
determinacdo quantitativa, € de extrema importancia para o0 estudo da
reversibilidade das reacdes redox, na deteccdo de intermediarios de reacdo e nos
estudos de produtos formados no decorrer de uma reacao (Nicholson, 1964).

Nesta técnica a varredura de potencial é feita em uma direcdo e
posteriormente o sentido da varredura € invertido (sinal de excitagdo triangular),
engquanto a corrente é medida, resultando no voltamograma ciclico apresentado na
figura (3) (Skoog, 2002).

b

/ %
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Figura 3: Representacdo esquematica da aplicagdo de potencial em fungdo do

tempo e corrente resultante no voltamograma ciclico.

Portanto pretende-se por esta técnica avaliar o efeito da velocidade de
varredura no sistema. Este parametro permite através da equagdo de Randles
Sevcik (1), avaliar se o processo na superficie do eletrodo se da por difusdo ou
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adsorcdo. E ainda através do estudo da velocidade consegue-se verificar a
formacdo de algum intermediario que em outras condicbes ndo podem ser
detectados, assim como a reversibilidade do sistema que € dependente da

velocidade de varredura (Nicholson, 1964).
i, = (2,69 x 10°)n¥?ADY? M2C (1)

A equacédo (1) mostra que para um sistema eletroquimico ideal a corrente de
pico é proporcional a concentracdo (C) da espécie oxidada ou reduzida dada em
(mol cm™®), onde (n) é o nimero de elétrons por molécula oxidada ou reduzida, (A) é
a area do eletrodo dada em (cm?), (v é a velocidade de varredura do potencial em (V

s™) e (D) é o coeficiente de difusdo das espécies nas unidades (cm? s™).

2.5.2 TECNICAS DE PULSO: VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL E
VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

As técnicas de pulso sdo baseadas na cronoamperometria, ou seja, ha
medida da corrente elétrica em funcdo do tempo de aplicacdo de um determinado
pulso de potencial. As caracteristicas da corrente medida estdo relacionadas tanto
com a largura do pulso quanto com o degrau de potencial que € aplicado no eletrodo
para promover o processo faradaico (Souza, 2003).

Nestas técnicas de pulso, a perturbacdo do potencial do eletrodo ndo € uma
funcdo linear do tempo do experimento, sendo que a sisteméatica para a variacédo de
potencial segue uma sequéncia de pulsos de potenciais, cujas respostas de corrente
obtidas dependem de como estes pulsos sdo aplicados. E é esta diferenca na
maneira de aplicar os pulsos de potencial que define as caracteristicas basicas de
cada uma destas técnicas (Souza, 2003).

Na voltametria de pulso diferencial os pulsos sdo superpostos a uma rampa
linear de potencial ou superpostos a um sinal em forma de degrau. Nesta técnica
além do parametro velocidade de varredura, ha o efeito de duracdo, modulagéo e
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amplitude do pulso de potencial (Skoog, 2007).

Nas técnicas de pulso a corrente € medida antes da aplicagdo do pulso e no
final deste, sendo assim as correntes sao subtraidas visto que a primeira corrente
lida é referente a contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda é a contribuicéo da

corrente faradaica (Fig.5).

Fotencial

|
|
|
I
I |
|
|

| \il_k./___t
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&)

Figura 4: Forma de aplicacdo do potencial (A) e voltamograma esquematico da
voltametria de pulso diferencial (B).

Uma vez que se deseja somente a corrente faradaica que € a corrente
referente a reacdo de oxidacao/reducdo da espécie de interesse, lendo a corrente no
final do pulso tem-se que a corrente capacitiva é significativamente reduzida e a

razdo sinal ruido aumenta resultando em uma maior sensibilidade (Skoog, 2007).

resultante

T I I
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Figura 5: Forma de aplicacdo do potencial e voltamograma esquematico da

voltametria de onda quadrada.
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A voltametria de onda quadrada também reduz a corrente capacitiva e,
portanto apresenta maior sensibilidade devido os pulsos em duas direcdes (Fig. 5).
A técnica pode ser utilizada para estudos mecanisticos assim como a voltametria
ciclica, porém com a vantagem da maior sensibilidade (Skoog, 2008).

Nesta técnica, os parametros sdo basicamente os mesmos da voltametria de
pulso diferencial com o acréscimo da frequéncia.

Para a determinacdo dos farmacos, o procedimento a ser realizado consiste
em aplicar uma varredura de potencial na direcdo positiva, no intervalo em que se
observard o pico de oxidagdo para o cobre. As medidas serdo realizadas sem
desoxigenar a solugdo, pois a formacdo da camada de 6xido é dependente da

guantidade de oxigénio disponivel no meio.

2.6. TRATAMENTO DOS DADOS

A relacdo entre o sinal obtido e a concentracdo da espécie de interesse sera
avaliada através da construcdo de uma curva analitica, onde as solucdes séo
preparadas a partir de um padrao.

A partir dos dados obtidos e também da curva analitica pode-se avaliar os
parametros de validacdo do IMMETRO e da ANVISA que sdo normalmente:
seletividade, linearidade e faixa de aplicacdo, precisdo, limite de deteccéo, limite de
qguantificacdo e robustez (Ribani, 2004).

A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Pode-se analisar a concordancia entre as curvas obtidas
pelo método de adicédo de padrao e pela calibracdo analitica, onde o comportamento
paralelo entre as linhas de regressao sugere que o método tem seletividade (Ribani,
2004).

A linearidade corresponde a capacidade do metodo em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substéncia de interesse, dentro de
uma faixa de aplicacédo. Essa relacdo de propor¢do é normalmente expressa como
uma equagéo de reta chamada de curva analitica, onde o coeficiente de correlagéo
permite uma estimativa da qualidade da curva. O intervalo de concentracdo onde se

fizer verdadeira a equacgéo da retay = ax + b € conhecido como faixa linear dindmica
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(Ribani, 2004).

A precisdo representa a dispersdo dos resultados obtidos em ensaios
diferentes e sera avaliada pela estimativa do desvio padrdo absoluta (s), pelo
intervalo de confianca média ou ainda pela estimativa do desvio padrdo relativo

(RSD) conforme as equacdes abaixo (2 e 3) (Ribani, 2004).

RSD (%) ou CV (%) = s x 100
X

(2) ®3)

A exatiddo do método pode ser analisada através de ensaios de recuperacao,
onde se adiciona uma substancia na amostra e entdo determina-se a recuperacao
que € definida como a propor¢cdo da quantidade da substancia de interesse,
presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que € extraida e
passivel de ser quantificada. O composto adicionado pode ser o padrédo da
substancia de interesse adicionado a amostra (Ribani, 2004).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) serdo avaliados neste
trabalho através dos parametros da curva analitica, ou seja, através das seguintes
equacdes (4 e 5), onde B € a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica.

LD= 35D LQ=10 8Dy
B B

(4) (®)

O método a ser utilizado para a quantificacdo do composto de interesse sera
o método de adicdo de padrdo. Este consiste na adicdo de quantidades conhecidas
da substéncia de interesse que esta sendo analisada a quantidades conhecidas da
amostra que sera analisada no momento do seu preparo. Este método é de grande
importancia principalmente para analise de amostras complexas, onde os efeitos de
matriz sdo importantes e ndo se tem um padrdo interno satisfatério ou uma matriz
isenta da substancia de interesse (Ribani, 2004).

A partir dos voltamogramas obtidos, constroi-se uma curva de adicdo de

padrdo relacionando as quantidades da substancia adicionada a amostra com as
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respectivas correntes de pico obtidas. O ponto onde a reta corta o eixo das
ordenadas corresponde a corrente de pico da substédncia que esta sendo
determinada, sem qualquer adicdo de padrdo. A extrapolacdo da reta define no eixo

das abcissas, a concentracédo da substancia analisada (Ribani, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal do trabalho é utilizar o eletrodo de cobre para determinar o

teor de antibidtico B-lactamico em formulacdes farmacéuticas através de técnicas

voltamétricas como voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e de onda

quadrada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo determinado, serdo realizadas as seguintes etapas

especificas:

v
v

A verificacdo da habilidade complexante do ion cobre frente ao analito.

Estudo das condicbes experimentais como o tipo de eletrdlito suporte, a
concentracdo do mesmo e pH.

Avaliacdo dos parametros instrumentais que também influenciam na
sensibilidade do método e, portanto serdo avaliados nas condi¢des
experimentais determinadas previamente. Estes parametros incluem a
velocidade de varredura de potencial na voltametria ciclica e nas técnicas de
pulsos, tem-se ainda a altura de pulso e incremento de potencial e
particularmente para a voltametria de onda quadrada, analisa-se o efeito da
frequéncia do pulso.

Estudo eletroquimico pretende-se conhecer as reacfes que ocorrem na
superficie do eletrodo, o efeito dos mecanismos de transporte das espécies na
solucdo, assim como a possivel deteccao de espécies intermédiarias.
Comparacéo das técnicas voltamétricas na determinacéo dos antibioticos.
Construcdo de curvas analiticas para verificar a relacdo de linearidade entre
concentracdo da substancia na forma de padrdo e resposta obtida a fim de
determinar a concentragéo do analito em uma formulagéo farmacéutica.

O trabalho visa ainda tratar os dados coletados através dos parametros de

validacdo de método do IMMETRO e ANVISA.
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES

Para o preparo das solugfes foi utilizada agua destilada e desionizada com
um sistema de purificacdo Micro quimica MQAMA30L1.

Os reagentes cloreto de potassio (KCI), cloreto de aménio (NH4CI), hidroxido
de sodio (NaOH), fosfato de potassio monobésico (KH,PO,4) e dibésico (K;HPO4)
foram adquiridos da Vetec e o reagente amobnia (NH3) utilizado foi adquirido da
Synth.

Solucdo de hidroxido de sédio 1,0 mol L™ foi utilizada para correcdo do pH
das solucdes tampao.

As solucdes de eletrdlitos suporte foram preparadas na concentragdo de 0,5
mol L™ para o estudo do melhor meio. Posteriormente, o sistema (KH,PO4/K;HPO,)
foi preparado na concentracgéo de 1,0 mol L™ e diluido conforme a necessidade.

Os padrées dos antibidticos B-lactamicos ampicilina e penicilina foram
adquiridos da Sigma e Fluka, respectivamente. Os padrfes dos antibiéticos assim
como as solucdes de trabalho na concentracdo de 1,0 x 102 mol L foram
armazenados em temperatura abaixo de 10°C durante todo o trabalho.

As amostras utilizadas foram os antibidticos ampicilina e penicilina, genéricos
da marca Eurofarma®, apresentados na forma de cépsulas gelatinosas de 500 mg,

adquiridos em farmacia comercial e utilizados para a determinacéo analitica.

4.2 CELULA E ELETRODOS

Os testes voltamétricos foram realizados em uma célula com capacidade para
um volume de 15 mL com trés eletrodos (trabalho, auxiliar e referéncia).

Como eletrodo de trabalho foi utilizado disco de cobre de area geométrica 2
cm? que foi moldado em resina epéxi Araldite® até atingir a forma de um bast&o. Os
eletrodos de referéncia e auxiliar sdo respectivamente, um eletrodo Ag/AgCl e um fio

de platina. A limpeza da superficie do eletrodo de trabalho foi realizada antes de
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cada teste. O eletrodo era polido até o brilho especular com uma lixa d"agua de
granulometria 1200, polido em alumina Arotec 0,5 p, limpo em banho de ultra-som,

lavado com agua destilada e seco.

4.3 EQUIPAMENTOS

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se  um
potenciostato/galvanostato Modelo 263A EG&G PAR aclopado a microcomputador
usando o software M270 para aquisi¢cdo e analise dos dados.

Foi utilizado também uma balanca analitica Shimadzu Libror AEX 200G para
pesagem das substancias e um potencidmetro ORION Modelo 720A para realizar as
medidas de pH. Um ultra-som METASOM-14 foi utilizado para a limpeza do eletrodo
de trabalho e homogeneizagéo das solugdes.

Micropipeta de precisdo Labmate Soft 10-100uL e 100-1000uL e um agitador
magnético FANEM Modelo 257 foram utilizadas, respectivamente, para a adicdo e

homogeneizacéo do sistema.

4.4 PROCEDIMENTO

4.4.1 ESTUDO DO ELETROLITO SUPORTE

Para a escolha do melhor eletrélito suporte foram obtidos voltamogramas
ciclicos a uma velocidade de varredura de 75 mV s™ nos potenciais de -1,0 a 1,0 V
em 10 mL de diferentes solu¢cdes - KCI, NH4Cl / NH3 , NaOH e KH;PO4 / K;HPOy,
todas na concentracdo de 0,5 mol L™,

Apés cada ensaio a superficie do eletrodo era limpa conforme descrito no
item 4.2.

4.4.2 ESTUDO DO pH

Para o sistema que apresentou melhor resposta no item 4.4.1, foi avaliado o

efeito do pH na faixa de 7,0 a 9,25, novamente rodando voltamogramas ciclicos nos
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potenciais de -1,0 a 1,0 V na velocidade j& usada anteriormente.
4.4.3 ESTUDO DA CONCENTRACAO DO ELETROLITO SUPORTE

O estudo da concentracdo do eletrélito suporte foi realizado para a solucéo
que apresentou melhor resposta no item 4.4.1 e também 4.4.2. Na mesma
velocidade de varredura (75 mV s%), a avaliacdo da concentracdo do eletrélito
suporte foi realizada na faixa de 0,1 a 1,0 mol L™. Para a anélise da concentracéo do
eletrdlito suporte foram repetidos os voltamogramas também na presenca de
ampicilina ou penicilina, adicionando-se 10pL da solucéo padrdo 1,0 x102 mol L™ do

respectivo antibiético.
4.4.4 ESTUDO DOS PARAMETROS INSTRUMENTAIS

Determinados o eletrdlito suporte, o pH do meio e a concentracao do eletrdlito
gue apresentam melhor resposta, foram avaliados os parametros instrumentais das
técnicas de voltametria ciclica, de pulso diferencial e de onda quadrada.

Para a voltametria ciclica, estudou-se o efeito da velocidade na faixa de 25 a
175 mV s™. Para cada velocidade era utilizada uma solucdo de 10 mL do eletrélito
suporte e obtido o respectivo voltamograma no potencial de -1,0 a 1,0 V,
posteriormente adicionava-se 10uL de uma solugéo 1,0 x 102 mol L™ do padréo do
analito e registrava-se o0 voltamograma novamente. O procedimento foi realizado
para a ampicilina e penicilina.

Para a técnica de pulso diferencial, realizou-se um estudo da influéncia dos
parametros amplitude de pulso e velocidade de varredura de potencial. A amplitude
de pulso de potencial foi variada de 5 a 35 mV e apés a verificagdo do valor 6timo,
variou-se a velocidade de varredura de potencial de 5 a 25 mV. Para os dois
parametros o procedimento era registrar o voltamograma para a solucdo de tampao
fosfato 1,0 mol L™ e pH 7,0 que atua como branco e posteriormente adicionava-se
10uL de uma solucdo 1,0 x 102 mol L™ do padrdo do farmaco. O procedimento foi
realizado para os dois farmacos em estudo.

Para a técnica voltametria de onda quadrada, variou-se a freqténcia de 5 a
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100 Hz. O procedimento era registrar o voltamograma para a solugédo de tampao
fosfato 1,0 mol L™ e pH 7,0 que atua como branco e posteriormente adicionava-se
10uL de uma solugdo 1,0 x 10 mol L™ do padréo do farmaco, assim como nos
estudos para a voltametria de pulso diferencial. O procedimento novamente foi

realizado para os dois farmacos em estudo.
4.4.5 CURVA ANALITICA

Apoés a verificagcdo da melhor técnica e os parametros otimizados para sua
aplicacao, foram construidas as curvas analiticas referentes a solucées padréo de
ampicilina e penicilina. Para tal, preparou-se uma solucéo estoque de cada um dos
padrdes na concentracdo de 1,0 x 102 mol L™ em &gua desionizada. A partir desta
solucdo, obteve-se a solucdo trabalho na concentracéo final de 1,0 x 10° mol L™
Realizou-se um voltamograma somente para o tampé&o fosfato 1,0 mol L™ e pH 7,0
como branco e, em seguida, adicionava-se 10 uL do padréo do analito, agitava-se a
solucdo por 60 s e novamente registrava-se o0 voltamograma até obter-se a curva

analitica.
4.4.6 AMOSTRAS

Para a andlise das amostras de penicilina e ampicilina, ambas da marca
Eurofarma® na forma de cépsulas gelatinosas de 500mg, foi pesado o conteudo de
uma capsula do medicamento e em um grau a amostra foi finamente
homogeneizada com pistilo. ApOs pesou-se a quantidade apropriada para
preparacdo de uma solugdo do antibidtico que tivesse concentracdo de
aproximadamente 1,0 x 102 mol L. A curva de adicdo de padrdo foi construida
obtendo um voltamograma para a solucdo de tampao fosfato e em seguida
adicionou 10 pL da solucdo da amostra do medicamento e posteriormente
adicionava 10 uL da solucdo de padrdo do respectivo farmaco. Destacando que a

cada adicao da amostra ou padréo, o sistema ficava sob agitagéo por 60 s.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPORTAMENTO CICLOVOLTAMETRICO DO ELETRODO DE COBRE

A escolha do eletrolito suporte € de extrema importancia para os estudos
eletroquimicos e eletroanaliticos, e sua escolha deve considerar alguns aspectos
como por exemplo a estabilidade quimica e eletroquimica, ou seja, as espécies
quimicas do eletrdlito suporte ndo devem reagir com as outras espécies presentes
na solucdo e também ndo devem sofrer reacbes de oxidacdo e reducdo em toda
faixa de potencial de interesse (Agostinho, 2004). Os graficos (Fig.6) ilustram o
comportamento eletroquimico do eletrodo de cobre em diferentes solugcdes de
eletrdlito suporte pela técnica de voltametria ciclica, com velocidade de variacdo de
potencial de 75 mV s™. Os eletrélitos suporte estudados foram o tamp&o fostato,
KCI, tamp&o aménio e NaOH, todos na concentracdo de 0,5 mol L™.

O comportamento ciclovoltamétrico obtido para o eletrodo de cobre nos meios
estudados sugeriu que o melhor meio para estudar o efeito da complexacéo € o
tampéo fosfato, sendo que neste eletrdlito a varredura de oxidacdo apresentou
somente um pico, 0 que € desejavel, pois a presenca de outros picos préximos pode
interferir no resultado obtido.

Para uma reacéo eletrodica ser considerada reversivel, os valores de ip € ipc
devem ser aproximadamente iguais em modulo e a diferenga entre Ep, € Epc deve
ser dada pela equacéo 6, onde n € o numero de elétrons que participam da reacao
(Baldwin,1984).

Ap= | Epa- Epc |20,059/n (6)

Os valores encontrados para ipa € ipc S0 313 e 412 pA, respectivamente, e
para Epa € E,c s@0 85 e 293 mV, respectivamente, 0 que sugere uma reacao
irreversivel pois tanto a raz&@o entre ipa € ipc NA0 € um, assim como a diferenga entre
0s potenciais de picos ndo obedece a equacdo 6. Também € observado no proprio

voltamograma (a) que a varredura de oxidacdo apresenta somente um pico e ja a
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varredura de reducédo apresenta dois picos de diferentes magnitudes, aspecto

caracteristico de processos irreversiveis.
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Figura 6: Voltamograma ciclico do eletrodo de cobre em a) tampao fosfato pH 7,0;

b) KCI pH 5,8; c) tamp&do am6nia pH 8,5 e d) NaOH pH 12,0. v=75mV s™.

5.2 EFEITO DOS AGENTES COMPLEXANTES B-LACTAMICOS

No voltamograma ciclico registrado em tampéo fosfato verificou-se um anico

pico anddico e dois picos catddicos (Fig. 7). O pico anodico indica a oxidacao do
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cobre metalico a cobre (Il) formando o éxido cuprico, e a auséncia de outro pico de
oxidacao indica que ndo ha a formacéo de cobre (1), portanto a principio indica a ndo
formacdo de Oxido cuproso na camada passivadora. A varredura contraria, no
sentido da reducdo, entretanto, apresenta dois picos, 0 primeiro sendo atribuido a
reducdo de cobre (II) a cobre (I), ou seja, éxido cuprico indo & 6xido cuproso, e 0
segundo pico sendo atribuido a reduc&o do 6xido cuproso (cobre 1) a cobre metalico.

Outro aspecto que influenciou a escolha do melhor eletrélito suporte para o
trabalho foi a formac&o do complexo entre o fon Cu?* com o antibiético. E observado
(Fig. 7) que a presenca de antibidtico p-lactamico resulta em um aumento na
corrente anddica em relacdo ao eletrolito suporte sem o antibiético. Portanto o

tampao fosfato foi utilizado para todos 0s ensaios posteriores.

300 - -
b a
200 4

100 -

j (uA cm™)
<

-100 -

-200 -

-300 : : : : : : :
-1000 -500 0 500 1000
E (mV) vs Ag/AgCI

Figura 7: Voltamograma ciclico do eletrodo de cobre em tampé&o fosfato 0,5 mol L™
e pH 7,0 em a) auséncia e b) presenca de antibidtico p-lactamico ampicilina (1,0 x
10°mol L. Condigdes: v =75 mV s™.

Pode-se interpretar o aumento de corrente anddica como sendo resultado do
deslocamento do equilibrio de formagcdo da camada de Oxido no sentido dos
produtos, j& que na presenca do antibiético, o Cu®* presente na camada passivadora

da superficie do eletrodo € complexado.
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5.3. EFEITO DO pH

Destacando que o eletrodo de cobre ndo é um eletrodo inerte e, portanto
pode reagir com o meio o qual estd em contato, realizou-se o estudo do melhor pH
para o processo. As analises foram feitas somente em pH neutro ou acima deste
pois a camada de 6xido é dissolvida em pH &cido, e portanto, o estudo ndo faria
sentido. Foi estudado o comportamento do eletrodo de cobre no pH de 7,0 a 9,25
como mostrado (Fig. 8) e devido aos resultados obtidos, valores maiores de pH nao
foram estudados.

Os voltamogramas mostram que a corrente de pico anddica praticamente néo
se altera com o aumento do pH e além disso, ha uma pior definicdo do pico de
oxidacdo do cobre e portanto, o tampéo fosfato pH 7,0 mostrou ser o melhor meio

para o estudo e as analises posteriores foram realizadas neste meio.
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Figura 8: Voltamograma ciclico do eletrodo de cobre em tampé&o fosfato 0,1 mol L™

em pH a) 7,0; b) 8,10 e c) 9,25. Condicbes: v =75 mV s,
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5.4 EFEITO DA CONCENTRACAO DO ELETROLITO SUPORTE

O eletrdlito suporte € um eletrélito que quando adicionado em altas
concentracbes pode conferir a solucdo e a interface em estudo uma série de
propriedades. Estas propriedades sao resultado da manutencao da forca iGnica alta
e constante da solucéo, portanto o estudo da concentracao do eletrélito suporte é de
grande importancia (Agostinho, 2004).

Neste trabalho avaliou-se o efeito da concentracdo do eletrélito suporte
variando a mesma na faixa de 0,10 a 1,0 mol L™ e os resultados obtidos estéo

apresentados abaixo (Fig.9).
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E (mV) vs Ag/AgCI E (mV) vs Ag/AgCI

Figura 9: Voltamograma ciclico do eletrodo de cobre em a) tampéao fosfato pH 7,0
variando a concentracdes de 0,10 a 1,00 mol L™ e b) tampao fosfato pH 7,0 variando
a concentracdes de 0,10 a 1,00 mol L™ em presenca de 1,0 x 10° mol L™ do

antibiético B-lactamico ampicilina. Condicées: v = 75 mV s™.

O estudo foi realizado na auséncia e presenca do antibiotico p-lactamico, pois
além da reacdo de oxido-reducédo, ha reacdes quimicas associadas a formacdo da
camada de 6xidos na superficie do eletrodo e também a reacdo de complexagéo
que é a reacdo de interesse, embora esta Ultima apresente dependéncia das
anteriores.

Foi observado nos voltamogramas que conforme a concentragao do eletrolito

suporte era aumentada, também as diferencas de ip, observadas entre o branco
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j (nA cm?)

(voltamograma a) e o antibidtico (voltamograma b) eram maiores e, portanto a
concentracéo do tampéo fosfato 1,0 mol L™ foi definida como a solucéo de trabalho e
utilizada para os estudos posteriores. Vale ressaltar que os dois antibidticos

(ampicilina e penicilina) apresentaram resultados semelhantes.

5.5 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA DE POTENCIAL

Apoés as condicdes experimentais estabelecidas, realizou-se a variacdo dos
pardmetros instrumentais. Na voltametria ciclica, o estudo da velocidade de
varredura é importante para definir parametros que resultem em um pico com maior
corrente e definicdo, mas também é importante para realizar o estudo eletroquimico
do sistema. Foram realizados voltamogramas ciclicos na faixa de velocidades de

25 a 175 mV s™ e os resultados obtidos s&o apresentados abaixo (Fig.10).
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i v= mvVvs - -1
400 v=100mV s’ -400 :Jgom;/vs .
-600 - v=125mV s’ 125 mV &
= 150mV s -600 oems,
-800 v p v=150 mV s
. . . v= 175mY' s -800 1 v=175mV s
-1000  -500 0 500 1000 1000 -500 0 500 1000
E (mV) vs Ag/AgCl E (mV) vs Ag/AgClI

Figura 10: Voltamograma ciclico do eletrodo de cobre variando a velocidade de
varredura em a) tampéao fosfato 1,00 mol L™ pH 7,0 e b) em presenca de 1,0 x 10°
mol L™ do antibiético B-lactamico ampicilina.

Para um sistema reversivel, a intensidade da i,z aumenta linearmente com o
aumento da velocidade conforme com a equacdo de Randles Sevcik (equagao 1).
Os dados obtidos mostram que o0 sistema nao segue perfeitamente este
comportamento (Fig.11) e apesar da melhor definicAo do pico em velocidades
maiores, a diferenca entre a corrente do branco (tampao fosfato) e a corrente na
presenca do analito é crescente apenas até a velocidade de 100 mV s™ (Fig. 11).
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Portanto, esta foi a velocidade escolhida para dar continuidade ao trabalho.

35
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Figura 11: Dependéncia da ipa VS velocidade de varredura para os padrbes de
ampicilina e penicilina ( 1,0 x10™ mol L™).

5.5.1 ESTUDO ELETROQUIMICO

Para sistemas reversiveis o Ep, N0 depende da v, entretanto sistemas que
apresentam alguma reacdo de transferéncia eletrénica irreversivel ou reacdo de
transferéncia eletrbnica perturbada por uma reac¢do quimica acoplada mostram um
comportamento diferente, onde ha deslocamento do Ey,a com o aumento da v. Os
dados obtidos experimentalmente (Fig.12) mostram o comportamento esperado para
processos irreversiveis.

O grafico obtido a partir dos valores de ipa em fungéo v” para o eletrodo de
cobre em tampao fosfato (Fig. 13 a) mostra que a corrente aumenta com v*, embora
exista um desvio da linearidade. Um comportamento linear representa um processo
controlado por difusdo. Para o eletrodo de cobre em tampéao fosfato e em presenca
dos antibiéticos B-lactamicos (Fig. 13 b), entretanto nota-se que h& aumento da
corrente para as velocidades até 100 mV s, embora o comportamento apresente

um leve desvio da linearidade, mostrando que o processo é controlado por difuséo
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até a velocidade de 100 mV s*, e posteriormente o sistema apresenta um

comportamento irregular devido o efeito de complexacdo ndo estar sendo mais

favorecido. O comportamento em velocidades maiores que 100 mV s, entretanto, é

decrescente, pois a partir desta v ja ndo ha tanto aumento de corrente atribuido ao

efeito de complexacao.
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Figura 12: Variagédo do Ep, com a v para a oxidacéo de cobre em tampéao fosfato na

auséncia e em presenca de padrdes de ampicilina e penicilina (1,0 x10™ mol L™).
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Figura 13: Variagédo da ip,a com a v para oxidac&o de cobre em tampao fosfato na

auséncia (a) e em presenca (b) de padrées de ampicilina e penicilina (1,0 x10™ mol

LY.

A analise da fungéo corrente (ipa v™*#) vs vé uma outra alternativa para estudar
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0 processo na superficie do eletrodo. A funcao corrente é independe de v, ou seja, €
constante para processos reversiveis e irreversiveis. Porém, quando existe reagéo
quimica envolvida, ha uma variacdo desta funcdo e ela pode ser crescente ou
decrescente. Analisando (Fig.14 a) pode-se notar que para o eletrodo de cobre em
tampéo fosfato o resultado é concordante com a teoria, ou seja, ha reacao quimica
envolvida no processo. E ainda, em presenca do analito (Fig. 14 b) tem-se um
comportamento também decrescente evidenciando também a presenca de reacdes

quimicas envolvidas no sistema.
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Figura 14: Variacdo da funcdo corrente com a v para a oxidacdo de cobre em
tampao fosfato na auséncia (a) e em presenca (b) de padrdes de ampicilina e

penicilina (1,0 x10™ mol L™).

Através do estudo eletroquimico também € possivel avaliar o transporte de
massa na interface eletrodo/solucéo através da variagdo do logaritmo da i,a em
funcéo do logaritmo da v. Teoricamente, um comportamento linear com coeficiente
angular préximo a 1,0 indica que o processo € controlado por adsorcdo e valores
préximos a 0,5 indicam que o processo é controlado por difuséo.

Para o sistema cobre em tampé&o fosfato sem adicdo de analito, a inclinacéo
da reta encontrada foi de 0,39, o que caracteriza um sistema controlado por difuséo,
e em presenca de ampicilina e penicilina os valores encontrados foram 0,48 e 0,46
respectivamente, o que também caracteriza um processo controlado por difusdo

(Fig. 15). Os valores menores que 0,5 sdo caracteristicos de processos que
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apresentam reacfes quimicas acopladas a reacao de transferéncia de carga.

2851 1357 » Penicilina B= 0,46 .
2,801 130 * Ampicilina B= 0,48 /_
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1,251
2,70 1 i °
= 1,20 T .
S 2,651 2 ///
2,60- 1,151 / b)
2,55+ 1,104 °
2501 1,05
14 16 18 20 22 24 14 15 16 1,7 18 19
log v log v

Figura 15: Variacdo do log i,a com o log v para a oxidagédo de cobre em tampéo

fosfato na auséncia (a) e presenca (b) de ampicilina e penicilina (1,0 x10™ mol L™).

5.6 SELECAO DA TECNICA DE ANALISE

7

Como ja foi citada durante o trabalho, a VC ndo é muito utilizada para
analises quantitativas, pois as técnicas de pulso apresentam maior sensibilidade e
por isso resultam em menores limites de deteccdo e quantificacdo. No presente
trabalho foram estudadas também as técnicas de pulso diferencial e de onda
guadrada. Apds os parametros destas técnicas serem otimizados observou-se que
dentre as técnicas estudadas a voltametria ciclica é a que apresenta maior Ai
comparando o voltamograma realizado apenas em tampéao fosfato com aquele em
presenca de antibiotico B-lactamico, e por isso a técnica escolhida também para a
determinacao quantitativa dos farmacos é a voltametria ciclica (Fig. 16).

Uma possivel interpretacédo destes resultados esta na velocidade das técnicas
de pulso, estas sdo mais rapidas que a voltametria ciclica. Na VC, como foi discutido
no item 5.5, em velocidades muito altas foi observado um decréscimo de corrente
atribuida a complexacdo, o que leva a sugerir que em v altas a formacdo do

complexo entre cobre (II) e o0 analito ndo é favorecida.
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Figura 16: Voltamograma do eletrodo de cobre em tampé&o fosfato 1,00 mol L™ pH
7,0 e em presenca de 1,0 x 10 mol L™ do antibiético p-lactamico penicilina realizado
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5.7 EFEITO DA CONCENTRACAO DO ANTIBIOTICO B-LACTAMICO SOBRE A
CORRENTE ANODICA

A partir das condigdes experimentais e dos parametros instrumentais
otimizados, fez-se o estudo da relagéo entre a i,y obtida com a concentracéo do
analito. Foi verificado que a ipa aumentava concordantemente com a adi¢cdo do
antibiotico. Os voltamogramas obtidos estdo apresentados abaixo (Fig. 17) e

também ampliados (Fig.18) para melhor visualizacao.
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Figura 17: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em presenca do antibiotico

B-lactamico a) ampicilina e b) penicilina, ambos em tamp&o fosfato 1,00 mol L™ pH

7,0 . CondicBes: v=100 mV s™.
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Figura 18: Ampliacdo dos voltamogramas ciclicos para o eletrodo de cobre em

presenca do antibidtico pB-lactamico a) ampicilina e b) penicilina, conforme

apresentados acima.
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5.7.1. CURVA ANALITICA

As curvas analiticas obtidas para os antibiéticos B-lactamicos ampicilina e penicilina,
respectivamente estdo apresentadas abaixo (Fig. 19 a e b). A partir dos dados
obtidos nas analises e das curvas analiticas para os dois analitos, calculou-se os

parametros de validacao (tabela 1).
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Figura 19: Curvas analiticas para a) padrdao de antibiético B-lactamico ampicilina e
b) padrdo de antibiético B-lactamico penicilina, ambos em tampé&o fosfato 1,0 mol L™
pH 7,0 .

Um parametro estudado que esta relacionado com a precisdo meétodo
proposto € a repetibilidade. A partir da tabela 1 pode-se concluir que as analises
apresentaram boa repetibilidade, pois houve concordancia entre os resultados de
medidas sucessivas de um mesmo método, efetuadas nas mesmas condicdes.

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro gquantidades
requerem valores de RSD de 1 a 2 %. A tabela 1 apresenta os dados encontrados
pelo estudo de repetibilidade de dez voltamogramas ciclicos obtidos para uma
solucdo de tampao fosfato 1,0 mol L™ pH 7,0 em presenca de 1,0 x10™ mol L™ de
antibiotico B-lactamico, tendo como parametro analisado a corrente de pico anddica.
Os valores encontrados para o desvio padrdo relativo foram de 1,67 e 1,72 e estédo
dentro da faixa aceita.

A avaliacdo da precisdo do método também foi realizada através da
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reprodutibilidade mediante o calculo do desvio padréo relativo de dez leituras da
corrente de pico anddica para o eletrodo de cobre na presenca de 1,0 x 10™ mol L™
do padrdo de antibidtico. Para a reprodutibilidade avaliou-se experimentos
realizados em mais de uma rodada e também em condi¢bes diferentes, como por
exemplo, em equipamentos diferentes. Os resultados obtidos para a
reprodutibilidade foram de 1,55 e 1,68 para a ampicilina e penicilina respectivamente
para experimentos realizados em um unico dia, assim como a reprodutibilidade dos
experimentos realizados em dias diferentes apresentaram os valores de 1,57 e 1,64

para a ampicilina e penicilina respectivamente, que séo satisfatorios.

Tabela 1: Parametros de validacdo obtidos a partir das curvas analiticas

Parametros Ampicilina Penicilina
Faixa Linear (mol L™) 1,0x10"a5,0x 10” 5,0x 10" a 6,0x 10™
B (AL mol*cm?) 8,30 4,44
Desvio padréo da inclinagédo 0,13 0,029
Intercepto (LAcm™) 0,02 -0,43
Desvio padréo do intercepto 3,33 1,04
SDy ( pA) 0,19 0,20
LD (umol L™ 0,069 0,135
LQ (umol LY 0,229 0,450
R 0,998 0,999
S 0,186 0,198
Repetibilidade iy, (%)*° 1,67 1,72
Reprodutibilidade iy (%)*"
1,55 1,68
interday
Reprodutibilidade iy, (%)*°
1,57 1,64

intraday

2 desvio padréo relativo,” n= 10
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5.7.2 AMOSTRAS

As amostras foram analisadas pelo método de adi¢do de padrdo, que baseia-
se em adicdes sucessivas da solucdo padrdo a uma porcéo conhecida da amostra.

A vantagem deste método € que ele minimiza os efeitos de matrizes que
normalmente causam problemas, uma vez que esta contém espécies que afetam as
propriedades das substancias que estdo sendo analisadas. Os dados séo tratados
de maneira que o valor de corrente encontrado para a amostra sem qualquer adi¢ao
de padrao seja relacionada com o zero de concentracao e as correntes encontradas
elas adicbes sucessivas de padrdes seja relacionada com as respectivas
concentragfes adicionadas. A corrente lida é indicada nos eixos das ordenadas e a
concentragdo no eixo das abscissas, formando assim uma reta, onde extrapolando-a

no eixo das abscissas, encontra-se a concentracdo da substancia analisada (Fig.
20).
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Figura 20: Curva de adicdo de padrdo e analitica para a) padrdao de antibiotico -

lactamico ampicilina e b) padrdo de antibiotico B-lactamico penicilina, ambos em
tampao fosfato 1,00 mol L pH 7,0 .

De acordo com o tratamento dos dados obtidos das determinagbes das
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formulagcbes farmacéuticas, realizadas em triplicata, e representados na tabela 2,
observa-se que os excipientes contidos nas amostras dos farmacos ndo produziram
efeito interferente e relevante no sinal analitico obtendo-se um valor médio de 502,6

mg e 501,4 mg para ampicilina e penicilina, respectivamente.

bY

Tabela 2: Resultados referentes a quantificacdo dos antibidticos ampicilina e

penicilina nas amostras farmacéuticas

Valor Valor Média Desvio
Amostra rotulado encontrado pado
(mg) (mg) (mg) relativo(%)
500 502,3
Ampicilina 500 502,5 502,6 0,08
500 503,1
500 501,5
Penicilina 500 501.7 501,4 0,019
500 501,1

Os resultados a cerca da recuperacdo dos antibiéticos nas amostras foram
satisfatérios uma vez que apresentaram um erro e desvio padrdo muito pequeno
indicando, portanto, que o método apresenta exatiddo e um elevado grau de
concordancia entre os resultados obtidos nas determinacdes realizadas. Vale ainda
ressaltar que a matriz da amostra ndo apresentou influéncia significativa, uma vez
que a inclinacdo das curvas analiticas € bem préxima aquelas da curva da adi¢éo de
padrdo para os dois farmacos (tabela 3).

A média da recuperacao encontrada para a ampicilina e penicilina sédo 99,68 e
100,06 % respectivamente, resultando em um desvio padrédo de 0,12 para a
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ampicilina e 1,19 para a penicilina.

Tabela 3: Resultados referentes a recuperacdo dos antibidticos nas curvas de

adicao de padrao

AMPICILINA PENICILINA
Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade
Recuperacéo
adicionada encontrada dicionad encontrada Recuperacéo
%) adicionada
(mg) (mg) () (mg) %)

19,06 19,00 99,71 21,60 22,02 101,97
38,11 37,93 99,52 43,19 43,06 99,68
57,17 56,95 99,61 64,79 64,18 99,06
76,22 76,03 99,75 86,39 85,67 99,17
95,28 95,10 99,81 108.00 108,40 100,41
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados experimentais obtidos para a anéalise dos parametros
gue caracterizam o processo eletrédico através da voltametria ciclica, o eletrodo de
cobre mostrou-se eficiente na determinacao de antibiéticos B-lactamicos via efeito de
complexacdo. O estudo das componentes dos voltamogramas, potencial e corrente
de pico, foram indispensaveis para o estudo eletroquimico do sistema e para a
determinacdo dos melhores parametros a fim de obter melhores resultados. O
processo na superficie apresentou-se como um processo irreversivel, apresentando
oxidacao de cobre metalico a cobre (Il) e reducéo deste a cobre () e posteriormente
a cobre metalico.

A técnica escolhida para a quantificacdo dos farmacos foi a voltametria ciclica
em vez as técnicas de pulso, visto que ela apresentou maior corrente para o analito.
Os parametros de precisdo e exatiddo avaliados forneceu resultado dentro do
estabelecido pelas exigéncias das aplicagbes analiticas, sendo 1,67 e 0,08
respectivamente para a ampicilina e para a penicilina é 1,72 e 0,02 respectivamente.
A determinacdo analitica encontrou valores médios de 502,6 mg para ampicilina e
501,4 mg para penicilina, mostrando a alto grau de concordancia dos resultados
obtidos.

Os valores de limite de deteccdo encontrados para ampicilina e penicilina
foram 0,069 e 0,135 umol L™ respectivamente, assim como para os valores de limite
de quantificacdo de 0,229 e 0,450 umol L™ , valores considerados baixos para a
técnica de voltametria ciclica.

Entretanto, os dois antibiéticos p-lactamicos apresentaram o mesmo
comportamento, diferindo apenas na magnitude de acréscimo de corrente em
relacdo ao branco, portanto, a técnica responde de maneira semelhante para os dois
farmacos estudados. O cobre € um metal que apresenta capacidade de
complexacdo com inumeras substancias e isso pode acarretar problemas para a
determinacdo dos antibioticos em amostras mais complexas como leite, agua

residual e outros alimentos.
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