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Sumario

O presente trabalho tem como objectivo o desenvolvimento de um método
analitico, baseado na voltametria de onda quadrada (SWV), para a andlise de
ciprofloxacina (CIP) em produtos farmacéuticos e em processos de remediacao.

Para o desenvolvimento do método voltamétrico foram utilizadas duas células
voltamétricas: a célula classica (utilizando um eléctrodo de trabalho de carbono vitreo -
GCE) e um eléctrodo de carbono impresso (SPCE).

Apés a optimizacdo dos parametros da SWV, pH (3,04), frequéncia (400Hz),
incremento de potencial (6 mV) e amplitude do impulso de potencial (40 mV), procedeu-
se a validacdo dos métodos, obtendo-se zonas lineares entre a concentracdo de CIP e a
intensidade de corrente de pico de 5,0x10° a 6,0x10®° mol/L (GCE) e de 1,0x10® a
4,0x10™° mol/L (SPCE) e limites de deteccéo de 9,48x10° mol/L (GCE) e 2,13x10° mol/L
(SPCE). Verificou-se que a sensibilidade, a precisdo e a selectividade s&o superiores
para o SPCE, sendo por isso esta a célula mais adequada para proceder a analise da
CIP em produtos farmacéuticos. O SPCE foi aplicado com sucesso a andlise de CIP nhum
produto farmacéutico.

Para o tratamento de solugbes aquosas contendo a CIP foram testados dois
oxidantes: o permanganato de potassio e o peroxido de hidrogénio. Para o peroxido de
hidrogénio os resultados obtidos foram inconclusivos. No caso do permanganato de
potassio, 0s resultados mostram que a degradacdo da ciprofloxacina depende da
concentracdo do oxidante. Para uma concentracdo de CIP de 3,00x10™ mol/L uma
degradac&o réapida foi obtida com o uso de 6,00x10° mol/L de permanganato de potassio.

Na aplicagéo do permanganato na remediagdo de solos verificou-se que no caso
de solos humicos a ciprofloxacina é adsorvida pelo solo, ndo sendo possivel confirmar a
ocorréncia da reaccdo de degradacdo. No caso de solos arenosos verificou-se que a

ciprofloxacina foi rapidamente degradada pelo permanganato de potassio.
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Abstract

The goal of the present work is to develop an analytical method, based on square-
wave voltammetry (SWV), for the analysis of ciprofloxacin (CIP) in pharmaceutical
products and remediation processes.

For the development of the voltammetric method two different voltammetric cells
were used: a classical cell (using a glassy-carbon working electrode - GCE) and a screen-
printed carbon electrode (SPCE).

After the optimization of the SWV parameters, pH (3,04), frequency (400Hz), pulse
step (6 mV) and pulse amplitude (40 mV), validation of the developed methods was
performed, obtaining linear relations between CIP concentration and peak current
intensity from 5,0x10° to 6,0x10° mol/L (GCE) and from 1,0x10° to 4,0x10®° mol/L
(SPCE) and detection limits of 9,48x10° mol/L (GCE) and 4,02x10°® mol/L (SPCE). For
the SPCE the sensitivity, precision, and selectivity were higher when compared with the
classical cell. Therefore this cell was found to be more adequate for the analysis of CIP in
pharmaceutical products and was successfully applied in the quantification of CIP.

The treatment of CIP in aqueous solutions was performed using two oxidants:
potassium permanganate and hydrogen peroxide. The tests of hydrogen peroxide led to
inconclusive results. The results obtained with potassium permanganate show that the
degradation of CIP depends on the oxidant’s concentration. For a 3,00x10™* mol/L
concentration of CIP a fast degradation was observed using 6,00x10° mol/L
permanganate.

In the application of permanganate in the remediation of soils it was verified that
CIP is adsorbed by humic soils, making the verification of the degradation reaction
impossible. In the case of sandy soils, CIP is rapidly degraded by potassium

permanganate.

Key words: ciprofloxacin, square-wave voltammetry, glassy carbon electrode, screen-

printed carbon electrodes, remediation

Fernando Odeberto Gongalves Pereira



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

Indice
IR 10 (0o o Lo SR SUOSORSSR 9
1.1. Estatistica de venda de MediCamentos. .........ccccvvvreieeenieerieierese e, 10
1.2, ANTIDIOTICOS ...ttt bbbt 11
1.3, CIPrOfIOXACING ...t 12
1.4, VOIAMELITA ..ot bbbt 15
1.4.1. Voltametria HidrodinAmICa .........cocuviierieiieiieie e 17
1.4.2. Polarografia de varrimento liNear.............ccccovevueiiieiiere s 17
1.4.3. Voltametria de impulso diferencial (DPV)........ccccovieiiniinieniiie e 18
1.4.4. Voltametria de onda quadrada.............ccceevverveieiiee e 19
1.4.5. Voltametria CICHICA........cccoiiiiisieeiee e 21
1.4.6. Métodos de rediSSOIUGAD .......cecviiieieeie e 22
1.5. Eléctrodos de carbon0 iMPreSSO .........cooeiiireieiiie e 24
1.6. Validacao de métodos analitiCos .........c.ccvvevueivieiieie i 25
T O I T Vg o = Vo SRR 25
1.6.2. Limites de deteccao e de quantifiCagan ..........ccceevvevvereciieieeie e 25
TR TR o - od 1 Lo USROS 26
O B o 1o [0 - o TSP URPRRSRPN 26
1.6.5. SEIECHIVIAUE. ......c.viieieiiee et sreenne e 26
1.7. Remediacdo de CoNtamiNaNTES.........cecveiieeiieiieieesie ettt 26
2. CONAIGOES EXPEITMENTAIS .....veuveeeiitiiiisiesiiee ettt 31
2.1, INSTIUMENTAGAD. ... eiivvieiee ittt sttt e e st et e e sre e e rbeenbaeensee e 31
2.2. REAGENTES € SOIUGDES ......eeveeeeiiiieste sttt 34
2.2. 1. VOIAIMELIIA ...ttt sttt 34
2.2.2. REMEIAGAD ..ot 36
2.3. ProCedimeNtOS JEIAIS........ccvueiuieieiieeiteeieseesteete st e ste e sraeste e s teeste e e e sreesreeneestaeeeans 37
2.3.1. ENSaios VOItAMELIICOS ......cviieiiecieciecieeeee et 37
2.3.2. Estudos preliminares € de optimiZagao ..........ccceevveeeeveerieiiece e, 37
2.3.4. Validacdo dos métodos deSenVOIVIOS ..........cccvvvieieeierieiece e 38
2.3.5. Doseamento da ciprofloxacina numa formulagdo farmacéutica........................ 39
2.3.6. RemediaGio de SOI0S ........c.ooiiiiiiiiieee e 39
3. RESUIAAODS. ...t bbbttt ettt be bt e e e 41
3.1. OptiMIZAGAO (GCE) ...oviiiiiiieiiiee e 41
Y- T Uor- o SO S ROSPSURRTIS 45
3.2.1. Eléctrodo de carbono Vitreo (GCE) .......cccoviireiieiieieieeseneese e 45
3.2.2. Eléctrodo de carbono impresso (SPCE) .......covovveieiieieececc e 49
3.3  REMEIAGAD ...ttt bbb 55
3.3.1. Interferéncia do permanganato potassio, peroxido de hidrogénio e manganés. 55
3.3.2. Permanganato de potéssio e peroxido de hidrogénio ..........cccoceeevererisinnennnn, 56
3.3.3. Ensaios com s0l0 hUMICO/Areia .........ccoveieierieieseiececee e 57
@0 0] [0 To USRS 63
5. ESTUAOS FULUIOS ...ttt sttt st beene e 66
B. BIDHOGIATIA. ... et 67
AANBXOS ...ttt bR e bt ARt e Rt e R b e e b e e E e e Re e en bt e b e e e e e nneeenns 71
Anexo | — Resultados da Optimizacgdo e Validagao ..........ccccvvvveiiieneienisee 71
Anexo Il — Resultados da ReEMEdIACH0..........ccevueiiiiiiie e 85

Fernando Odeberto Gongalves Pereira



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

ANnexo 1 - Ficha seguranga da CIP ..........ccoovoiiiieieee e

Fernando Odeberto Gongalves Pereira



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

indice de figuras

Figura 1: Estrutura quimica da CiprofloXacina ...........cccevevieiiiie s 12
Figura 2: Sinais de excitagdo empregados em VOItametria...........ccooeverereieneniniesieieen, 16
Figura 3: Sinais de excitacdo para a voltametria diferencial. .............ccccocevveiiviiic e, 18
Figura 4: Voltagrama obtido POr DPV ......c.oiiiiiiieiieiiee e 19
Figura 5: Esquema de aplicacdo do potencial e medi¢édo da intensidade de corrente ao
longo do tempo na voltametria de onda quadrada. .............ccoererieiiieiene e 20
Figura 6: Voltamograma teorico associado a SWV para um sistema reversivel................. 20
Figura 7: Sinal de excitagdo em voltametria CiCHCa.........cccovviireriiiii e 21
Figura 8: Sinal de excitacdo e respectivo voltagrama de redissolugédo anddica. ................. 23
Figura 9: Representagdo de uma célula de eléctrodo de carbono impresso. ..........c.ccceuenee. 24
Figura 10: Equipamento utilizado nos ensaios VOItametricos. ..........cccceccevveeieevesievieesnene 31
Figura 11: Eléctrodo de trabalho (GCE) utilizado na célula classica............ccccevvrererernnnnn, 32
Figura 12: Eléctrodo de referéncia (Ag/AgCI/KCI 3mol/L) utilizado na célula classica.... 32
Figura 13: Eléctrodo auxiliar (carbono vitreo) utilizado na célula cléssica. ............c.......... 32
Figura 14: Representacao da célula voltamétrica Classica...........ccccocevveveiiiecieie s 33
Figura 15: Representacdo da célula voltamétrica SPCE. .........c.coceviiiieiiniinienesese e 34
Figura 16: Efeito do pH do electrdlito na i» de uma solugdo de CIP (1,010 mol/L) na
ANANISE PO SWV .. ettt bttt b et be e ne e 41
Figura 17: Efeito da frequéncia na anélise por SWV de uma solucéo CIP (1,0x10° mol/L)
em tampé&o Britton-Robinson (PH 3,04). ..o 42
Figura 18: Efeito do incremento de potencial na analise por SWV de uma solucéo CIP
(1,010 mol/L) em tampao Britton-Robinson (PH 3,04).........covevveremeerrierionsessesriensenenes 43
Figura 19: Efeito da amplitude do impulso de potencial na analise por SWV de uma
solucéo CIP (1,0x10° mol/L) em tamp&o Britton-Robinson (pH 3,04). .......ccccvvvvvvrrvenenn. 44
Figura 20: Estudo da linearidade entre a ip € a concentracdo da CIP (GCE). ..........cc.c....... 45
Figura 21: Representacgdo da curva de calibragao (GCE)..........cccovivieiineiineninieeeee, 46

Figura 22: Voltamogramas obtidos na analise de CIP por SWV em tampéao Britton-

Robinson (pH=3,04) na zona linear (GCE) (f=400Hz; AEs=6,00mV; AEp=40,05mV)...... 47
Figura 23: Representacdo da curva de calibracdo e da curva de adicdo padrdo (GCE). ..... 49
Figura 24: Representagdo da curva de calibragao (SPCE). .......ccccvovieiineicneniseeeee, 50
Figura 25: Voltamogramas obtidos na analise de CIP por SWV em tampéo Britton-

Robinson (pH=3,04) na zona linear (SPCE) (f=400Hz; AEs=6,00mV; AEp=40,05mV). .. 52
Figura 26: Representacdo da curva de calibracdo e da curva de adicdo padrdo (SPCE)..... 54
Figura 27: Voltagrama do permanganato para a concentragio de 1,0x10™* mol/L (GCE). .55

Figura 28: Resultados de perdxido de hidrogénio com célula classica. ............ccccceevvvenenne. 56
Figura 29: Resultados de permanganato de potéassio com célula classica. ...........cccccovenenee. 57
Figura 30: Voltagrama da CIP no primeiro ensaio realizado (tempo decorrido=5min)...... 58
Figura 31: Voltamograma obtido no ensaio realizado N0 SOI0 . ............ccceevriieiiincicnnn, 59
Figura 32: Resultado do ensaio realizado com aplicagdo em areia. .........cccceveevverieiieenenne 60

Figura 33: Representacdo da evolucdo da ip em fungédo do tempo de reaccdo decorrido.... 61

Fernando Odeberto Gongalves Pereira



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

indice de tabelas

Tabela 1: Estatistica do medicamento de 2007. (Fonte: Infarmed)...........ccccovevvviveieiiennn, 10
Tabela 2: Numero de embalagens dos antibi6ticos mais vendidos em 2007 em Portugal.

(FONE: INTAMMIEA) ... .e et be e eneesreeneenes 11
Tabela 3: Exemplos de estudos ja realizados com CIP (2000-2008). .........ccceevrveververeennnn 13

Tabela 4: Preparacao das solugdes tampédo Britton-Robinson (1=0,3 mol/L). Volumes de
solucBes de NaOH e KNO3 adicionados a 25,00mL de solugéo &cida, seguida de diluicéo

ALE L00,0IMLL. ottt bbbt bbbt 35
Tabela 5: Valores 0ptimos dos pardmetros da SWV. ... 44
Tabela 6: Caracteristicas da curva de calibracdo para analise da CIP por SWV (pH=3,04;
f=400Hz; AEs=6,00mV; AEp=40,05MV) (GCE). .....eocsveireereeereeeeeeeereseeeeeeesee s 47
Tabela 7: Avaliacdo da precisdo para a analise da CIP por SWV (GCE). .......cccocvevvvinennen. 48
Tabela 8: Caracteristicas da curva de calibracdo para analise da CIP por SWV (pH=3,04;
f=400Hz; AEs=6,00mV; AEp=40,05MV) (SPCE). ....ccecctriiiiiiriieieie e 51
Tabela 9: Avaliacéo da precisdo para a analise da CIP por SWV (SPCE)........cccccevenene. 52
Tabela 10: Resposta da CIP usando a mesma célula (SPCE) em ensaios sucessivos para
UMA dad@ CONCENTIAGEAD. ... ceveeuieeeete ettt sttt nb bbbt 53
Tabela 11: CondicGes experimentais do primeiro ensaio com célula classica. ................... 58
Tabela 12: Ensaio realizado em areia adicionando-se permanganato. .............ccocuueevereenes 60
Tabela 15: Composicdo das solucBes para a preparacdo das solucGes tampao de Britton-
0] 10 o SRR 71
Tabela 16: Ep € ip média para cada PH. .......cccooveiieii i 72
Tabela 17: ip da CIP para cada valor de f. ........ccooveieiiieiinieiiseeeeee e 73
Tabela 18: ipda CIP obtidas para cada valor de AEs.........cccccccovieiiiieiiiiieec e 75
Tabela 19: ip da CIP obtidas para cada valor de AEp.........cccooiiieiiiiniieieee e 76
Tabela 20: Resultados obtidos da linearidade da CIP por célula classica. ..............cccu....... 77
Tabela 21: Célculo do limite de deteccédo e de quantificacéo por célula cléssica. .............. 79
Tabela 22: Resultados da repetibilidade e precisdo intermédia por célula classica. ........... 80
Tabela 23: Resultados da curva de adi¢8o padrao por GCE..........cccceveveninenenesieeee, 80
Tabela 24: Limite deteccdo e de quantificacdo por SPCE..........ccccccooeiviiieve i, 81
Tabela 25: Resultados da repetibilidade e precisdo intermédia por SPCE..........c..ccccveenee. 82
Tabela 26: Resultados da curva de calibragdo por SPCE. ..........cccccveveiiieiieie e 83
Tabela 27: Resultados da curva de adi¢8o padrao por SPCE. ..........ccociiiinnininiceee, 83
Tabela 28: Resultados obtidos de iP da CIP nos ensaios de doseamento. .............cccceeennee. 84
Tabela 29: Ensaios realizados com permanganato (Ccip=3,0x10° MOI/L)........ccccooervvenr.n. 87
Tabela 30: Ensaio com permanganato (Ccip=4.0X107> MOI/L). c...c.ovevveveereeeeeeereeeeeeereen. 87
Tabela 31: Ensaios realizados com peréxido (Cciprofloxacina=3,0x10° mol/L).............. 88
Tabela 32: Ficha seguranca do antibidtico em estudo, a CIP. .......ccccooeveieieieieeieieen, 89

Fernando Odeberto Gongalves Pereira



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

Simbolos e Abreviaturas

CIP - Ciprofloxacina

DPV — Voltametria de Impulso Diferencial

AEp - Amplitude do impulso de potencial

AEs - Incremento de potencial

E - Potencial

Ep - Potencial do pico voltamétrico

f - Frequéncia

FIA — Flow Injection Analysis

GCE - Eléctrodo de Carbono Vitreo (Glassy Carbon Electrode)

ir - Intensidade de corrente do pico voltamétrico

LOD - Limite de Deteccao (Limit of Detection)

LOQ - Limite de Quantificacdo (Limit of Quantification)

n — numero de pontos da curva de calibracdo

RSD - Desvio Padrao Relativo (Relative Standard Deviation)

SPCE - Eléctrodo de Carbono Impresso (Screen-printed carbon electrodes)

SWV - Voltametria de Onda Quadrada (Square-Wave Voltammetry)
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tp - Tempo de duracgéo do impulso

v - Velocidade de varrimento de potencial

Fernando Odeberto Gongalves Pereira



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

1. Introducéo

Actualmente, a preocupacao com a poluicdo dos solos tem vindo a crescer e cada
vez mais se torna uma area de estudo com vista a melhoria da qualidade dos solos
portugueses. Ate ha pouco tempo, apenas se debatia a poluicdo das aguas pois estas
estdo muito contaminadas com a maior variedade de produtos. Os solos, muitos deles
considerados inertes ou inGcuos, estavam na realidade contaminados podendo afectar a
saude humana. Hoje em dia, ja se realizam andlises aos solos com o objectivo de avaliar
0S que estdo contaminados.

A presenca de contaminantes no solo ndo representa apenas um perigo local pois
a lixiviagcao causada pelas chuvas transfere a poluicao para os lencéis freéaticos, sendo os
contaminantes transportados para locais distantes. Isto pode provocar a contaminagao,
por exemplo, de locais de captacdo de dgua de consumo humano ou rega.

No estudo a efectuar pretende-se analisar produtos farmacéuticos. Os farmacos
séo introduzidos no solo através de aguas residuais domésticas, industriais, hospitalares
ou também através das fezes dos animais aos quais sdo administrados antibiéticos a fim
de evitar que apanhem doencgas. Tem-se assistido a uma crescente utilizacdo de
medicamentos, 0 que torna o tema remediagdo de solos um tema sobre o qual a
comunidade cientifica se tem debrugado no intuito de arranjar técnicas e processos para
a sua descontaminacao.

Uma razédo que pode explicar o estado da contaminagéo de solos com produtos
farmacéuticos € a nado existéncia de legislagéo para este tipo de contaminante. Assim nao
h& um controle, por parte das entidades emissoras, da libertacdo destes produtos para o
meio ambiente.

Com o objectivo de encontrar uma solucdo de tratamento de solos contaminados
com este tipo de produtos, propds-se o estudo que se vai realizar, em que se testa a
técnica de voltametria de onda quadrada na andlise de um farmaco previamente
seleccionado. No final do estudo pretende-se determinar se a técnica escolhida é uma
boa solucéo para a monitorizacao do farmaco, para depois ser possivel aplicar a analise
em solos contaminados. E escolhida a técnica de voltametria de onda quadrada pois
apresenta as vantagens de tempos de analise curtos devido as altas velocidades de

varrimento, e de ser uma técnica com elevada sensibilidade.
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1.1. Estatistica de venda de medicamentos

Os grupos de medicamentos que se encontram no ambiente em maior quantidade
sdo os anti-depressivos, antibioticos e os anti inflamatérios. Observando a estatistica do
medicamento do Infarmed referente a 2007 pode-se visualizar as substancias activas

mais vendidas neste ano em Portugal.

Tabela 1: Estatistica do medicamento de 2007. (Fonte: Infarmed)

Pasigaof Substancia Activa / Acfive PVP | RP SNS | NHS Embalagens §
1 Faracetamol | Faracefamol T H3D 108 2280187 3 520480
2 Alprazolam / Alprazolam 15 780 288 & 005 757 2 208 260
3 Sinvastatinag / Simvastafin B9 955033 30543128 2 144 523
4 Armoxicilina + Acido Clavulinico / 32 074 621 18 070 881 2081 187

Amoxicilin + Clavulanic acid
5 Metformina / Matformin 10741778 2 188178 2011 343
5 Trimetazidina / Trimetazidine 22 557 778 18 888 581 1582 384
T Diclofenac / Diclofenac 14 482 815 B 857 040 1847 175
B Lorazepam / Lorazepam 5 7T25 348 2 284 847 1 258 586
o Indapamida / Indapamids 18 573 059 9432 887 1775 043
10 Omeprazel / Omeprazola TrO229015 583809842 1 850 237
11 lbuprofenc / lbuprofen ¥ 088 833 2873358 1 833 342
12 Mimesulida / Nimesulide 15732 187 2 804 408 16822 152
13 Gliclazida / Gliclazide 13 388 118 12 680 157 1342 881
14 Bromazepam / Bromazspam 4 485 883 1983 324 1 207 565
15 Diazepam £ Diazepam 2 77T 818 1 034 287 1 148 201
18 Eurosamida £ Furosemids 5 020 848 4 541 881 1 148 D44
17 Etinilzstradiol + Gestodena / ¥ 396 885 4 234 748 1125 6684
Ethinyiesfradiod + Gestodens
12 Acido acetilsalicilico | Acetyizalicylic 2 370 835 1815 181 1107 377
acid
1o Vacina contra a gripe £ Influenza & 484 218 AT7TE5T38 1028 351
vaccines
20 Bicflavondides / Flavonoids 20281 850 4818 714 1017 510

Para o trabalho realizado o produto farmacéutico seleccionado foi um antibiético
cuja substancia activa é a ciprofloxacina (CIP) sendo esta o terceiro antibiético mais

vendido em 2007 em termos de nimero de embalagens (Tabela 2).

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
10



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

Tabela 2: Namero de embalagens dos antibiéticos mais vendidos em 2007 em
Portugal. (Fonte: Infarmed)

Substancia Activa Embalagens

Amoxicilina+Acido clavulanico | 2091167

Azitromicina 892528
Ciprofloxacina 673604
Amoxicilina 643644
Claritromicina 519168

1.2. Antibidticos

Os antibitticos podem ser classificados como substancias muito dessemelhantes
entre si quimicamente, produzidos originalmente pelo metabolismo de certas espécies de
fungos (griseofulvina, penicilina), bactérias (polimixina B, bacitracina), microspora
(gentamicina) e streptomices (estreptomicina). A finalidade do antibiético é combater
microorganismos (monocelulares ou pluricelulares), causadores de infec¢cdes no
organismo [1].

Hoje em dia existem antibioticos contra diversos tipos de doencas como, por
exemplo, pneumonia, sifilis, meningite, tuberculose, gonorréia, escarlatina, etc.

Existem varios tipos de antibidticos sendo distribuidos por grupos, de acordo com a
sua funcéo. Os grupos sao:

1) Agentes antimicrobianos — sdo substancias que inibem o crescimento de

microrganismos ou o0s destroem. Quando estes agentes sdo originalmente

produzidos por espécies de microrganismos, portanto de origem natural, sdo

denominados antibiéticos. Quando sdo produzidos de forma sintética, denominam-

se quimioterapicos.

2) Bacteriostaticos — sdo agentes que inibem o crescimento bacteriano.

3) Bactericidas — sédo agentes que destroem as bactérias [1].

O uso indiscriminado de medicacdo, principalmente sem orientacdo e
acompanhamento médico, pode ser prejudicial a saude. O uso excessivo pode levar a
gue as bactérias desenvolvam capacidade de se defender do efeito do antibiético, que
adquiram resisténcia aos antibiéticos. Assim o antibidtico torna-se menos eficaz no

tratamento das doencas [1].
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1.3. Ciprofloxacina

O antibidtico escolhido para analito do presente trabalho experimental foi a
Ciprofloxacina (CIP). Os critérios de selec¢do basearam-se na relacao:
1° - Numero de vendas

2° - Preco do padréo

A CIP é um antibacteriano mais indicado no combate a gastroenterites, infec¢des
arteriais e de pele, infeccdes Gsseas e pneumonias. O home quimico deste antibiético é
1-cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-3-quinolinecarboxylic acid. A
estrutura quimica desta substancia activa é representada na Figura 1 [2].

Mais caracteristicas do antibiético podem ser consultadas na ficha de seguranca que se

encontra no Anexo llI.

-n

O 0

Figura 1: Estrutura quimica da Ciprofloxacina [2].

Véarios métodos de analise ja foram desenvolvidos ao longo dos anos para este
antibidtico. Na Tabela 3 apresenta-se alguns exemplos de estudos entre 0os anos 2000 e
2008.

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
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Tabela 3: Exemplos de estudos ja realizados com CIP (2000-2008).

Limite Limite
*
Método | Detector deteccéo guantificagdo Matriz Referéncia
0.03 ug/g 0.11 ug/g Comida de bebé [3]
20 ng/ml
(FD) e 100
Soro humano e
ng/ml (UVD) _
uv urina [4]
no soro e
1 lg/ml na
urina
Urina [5]
0,1 mu g /Kg Ovos [6]
Aguas de rio e
4 ng/L 6 ng/L i [7]
aguas de esgoto
2 nglg 7 nglg Leite bovino [8]
MS Estrumes de
porcos, perus e
: [9]
galinhas e em
LC solos na Austria
7 pg/mL 29 pg/mL i [10]
Aguas
) Urina [11]
Preparactes
1) 10 ng/mL 44 ng/mL . [12]
farmacéuticas
20 ng/mi
(FD) e 100
Soro humano e
ng/ml (UVD) .
urina [4]
no soro e
FD 1 lg/ml na
urina
Leite bovino e
. [13]
plasma bovino
41 ng/mL Plasma humano [14]
5 ng/g Salméo [15]

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
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Aguas residuais
25 ng/L ) [16]
hospitalares
1 mug/L 9 mu g/L Leite [17]
0,1 ng/g 1 ng/g Camaréao [18]
Peixe-gato,
« « [19]
salmao e camarao
CL 2,3x10”" _
Urina [20]
CE mol/L
MS Leite bovino [21]
Preparactes
4,0x10° P g
farmacéuticas e [22]
g/mL : L
fluidos bioldgicos
CL Comprimidos,
4,40x10°° urina e soro
[23]
mol/L humano
Preparactes
AAS 25 ng/mL 400 ng/mL . [24]
farmacéuticas
MEEKC Urina [25]
ED Solos [26]
Poten(_:io- Preparag?es 27]
metria farmacéuticas
2,13x10°® 7,09x10°® Preparacdes
SWV SPCE o (2)
mol/L mol/L farmacéuticas

(1) — N&o é enunciado o detector utilizado no estudo

(2) — Diz respeito ao estudo em causa.
*

Legenda: LC — Cromatografia Liquida

UV — Ultravioleta e Visivel

MS — Espectometria de Massa
FD — Fluorescéncia

CE - Electroforese Capilar

CL — Quimiluminescéncia

AAS — Espectofotometria de Absor¢do Atomica

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
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MEEKC — Cromatografia Electrocinética micelar

Pela analise da tabela verifica-se que apenas num artigo se estuda solos. E uma
area ainda pouco aprofundada, dai a escolha da remediacdo da CIP no solo por
oxidagdo/reducdo para o trabalho experimental a realizar. Também se pode observar que
ndo foram efectuados estudos recorrendo & voltametria. O método mais utilizado é a

cromatografia liquida.

1.4. Voltametria

A voltametria nasce no inicio do ano 1920, por intermédio do quimico
checoslovaco Jaroslav Heyrovsky, Prémio Nobel de Quimica em 1959, sendo o primeiro
tipo de voltametria designado de polarografia [29].

Os métodos voltamétricos fazem parte do grupo de métodos electroanaliticos,
onde é medida a intensidade de corrente em funcdo do potencial aplicado a uma célula
electroquimica. Neste método o objectivo é favorecer a polarizacdo do eléctrodo, sendo
possivel aumentar essa polarizacdo usando as caracteristicas mais indicadas para o
eléctrodo de trabalho. Devem-se usar eléctrodos pequenos com areas superficiais muito
pequenas (na ordem dos milimetros quadrados) é o mais aconselhado [28].

Durante o processamento da técnica, ocorre um fendmeno de transferéncia de
massa do analito para a superficie do eléctrodo. Essa velocidade de transferéncia de
massa vai limitar por sua vez a velocidade de oxidag&o ou reduc¢éo do analito em estudo.

A voltametria tem diversas aplicacdes empregues por quimicos, bioquimicos e
fisico-quimicos como por exemplo no estudo de processos de oxidacao/reducéo,
processos de adsorgdo e mecanismos de transferéncia de electrbes em superficies
modificadas de eléctrodos.

Devido ao facto do potencial no eléctrodo de trabalho variar com o tempo, surge o
termo sinais de excitacdo, que sdo nada mais do que fungbes potencial-tempo
representando a variacdo do potencial ao longo do tempo. A figura seguinte representa
as formas dos sinais de excitacdo mais comuns em voltametria, assim como o tipo de

voltametria associado a cada sinal.
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Tipo de Tipo de
Nome Forma de onda voltametria Nome Forma de onda voltametria
/1
AlV
3 Polarografia 1) larografia
Varredura g (b) Pulso E| A| v ::pulsbu ]
linear / Voltametria diferencial ( l / diferencial
4 hidrodinimica v
Tempo —e Tempo —»
, ZH .
m |
- ||| A 3 .
Onda E M ‘J o Voltametria de (d) Triangular _! \ // ? \ \‘?:Fn.melna
quadrada sERE onda quadrada & / \// R S
J 1/ \
B Tempo —=

Tempo ——e

Figura 2: Sinais de excitagcdo empregados em voltametria [28].

Num sistema voltamétrico a célula electroquimica é constituida por dois ou trés
eléctrodos, sendo mais usual a utilizagdo de trés eléctrodos. Estes eléctrodos estédo
mergulhados na solucdo que contém o analito e um electrélito ndo reactivo designado de
electrolito de suporte (€ um sal que é adicionado em excesso a solugdo do analito). Um
dos eléctrodos usados € o eléctrodo de trabalho cujo potencial varia de diferentes formas
com o tempo, dependendo do tipo de voltametria usada (Figura 2). O material utilizado
para a area activa do eléctrodo pode ser, entre outros, carbono, ouro e platina. O
potencial do eléctrodo de referéncia permanece constante durante o trabalho. O terceiro
eléctrodo é chamado de eléctrodo auxiliar que normalmente é de platina ou de carbono
vitreo. O analito é oxidado ou reduzido no eléctrodo de trabalho. Enquanto que o
potencial entre este eléctrodo e o eléctrodo de referéncia é controlado, no caso da
corrente esta flui entre o eléctrodo de trabalho e o eléctrodo auxiliar.

O transporte que ocorre, do reagente para a superficie do eléctrodo, é realizado
devido a trés mecanismos: migragdo sob a influéncia de um campo eléctrico, convecgéo
resultante da agitacdo, difusdo devido a diferenga de concentracdo entre o seio da
solucéo e a superficie do eléctrodo. O electrdlito de suporte inerte € adicionado tendo em
vista reduzir o efeito de migracdo. Andlises estaticas séo utilizadas para a reducédo da
conveccgao [28].

Uma possivel interferéncia nas medi¢cBes que sdo efectuadas é a presenca de
oxigénio. E aconselhavel primeiramente efectuar o desarejamento da solucéo,
borbulhando um gas inerte de elevada pureza (normalmente € azoto). Durante a

experiéncia o gas € mantido acima da superficie da solugdo a fim de evitar a reentrada de
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oxigénio. No entanto este tipo de voltametria também permite realizar experiéncias onde

se pretende determinar oxigénio dissolvido em solucdes.

1.4.1. Voltametria Hidrodinamica

Este tipo de voltametria pode ser realizada de duas formas. Por um lado, pode-se
fazer a agitacdo vigorosa da solucdo enquanto esta esta em contacto com um eléctrodo
fixo, ou pode-se faz-se girar o eléctrodo a uma velocidade constante. Por outro, a solugcéo
que contém o analito pode fluir através de um tubo onde esta montado o eléctrodo de
trabalho. Esta ultima forma de proceder tem sido aplicado a casos em que se pretende
detectar analitos oxidaveis ou reduziveis & medida que estes deixam uma coluna de
cromatografia liquida ou um sistema de analise por injeccéo em fluxo (FIA).

Quanto & utilizacdo da voltametria hidrodinamica, esta também pode ser usada na
determinacdo de oxigénio e certas espécies como glicose e sacarose; estudos de
processos electroquimicos; deteccdo de pontos finais de titulag6es voltamétricas. Este
ultimo caso apenas se aplica se pelo menos um dos reagentes ou produtos de reaccao
seja oxidado ou reduzido no eléctrodo de trabalho [28].

1.4.2. Polarografia de varrimento linear

Este tipo de voltametria difere da voltametria hidrodinAmica em alguns aspectos.
Por exemplo, na polarografia de varredura linear a transferéncia de massa do analito para
0 eléctrodo ndo se processa essencialmente devido aos mecanismos de convecgéo e de
migragdo mas sim devido & difusdo. Outra diferenga € o eléctrodo de trabalho utilizado,
que nesta técnica é um eléctrodo de mercurio gotejante [28].

Quando se esta a trabalhar com o eléctrodo de mercurio gotejante, a corrente
sofre variagdes que correspondem a velocidade de formacgdo da gota de mercurio. A
medida que uma gota de mercurio se solta do capilar a corrente cai para o valor zero. O
aumento da corrente é favorecido pelo aumento da area superficial das novas gotas que
se vao formando. A utilizacdo deste tipo de eléctrodo apresenta algumas vantagens
assim como contrapartidas, que sdo analisadas de seguida [29].

Como vantagens, pode-se enunciar o facto de que neste tipo de eléctrodo pode-
se gerar novas superficies metalicas continuamente independentemente do seu histérico.

Outra caracteristica vantajosa é que com este tipo de eléctrodo facilmente se obtém a
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reproduc@o de correntes, independentemente se a reprodugdo € alcangada a partir de
valores altos ou baixos.

A facilidade de oxidacdo do mercuario é uma contrapartida para o uso do eléctrodo
gotejante. Uma possivel contrapartida com o uso deste tipo de eléctrodo € o entupimento
do capilar o que provoca o mau funcionamento do método. Devido as desvantagens
enunciadas e a toxicidade do mercurio, podendo provocar problemas na saide humana
assim como no ambiente, este tipo de eléctrodo tem sido sucessivamente afastado da
voltametria [28].

Assim conclui-se que a polarografia de varredura linear ndo é dos melhores
métodos para usar pois apresenta baixa sensibilidade na ordem de 10®° mol/L e alguns

inconvenientes com o equipamento usado.

Com o aparecimento dos métodos de impulso, as limitagbes da polarografia de
varredura linear foram compensadas. Dentro dos métodos de voltametria de impulso

temos a voltametria de impulso diferencial e a voltametria de onda quadrada.

1.4.3. Voltametria de impulso diferencial (DPV)

Neste tipo de voltametria os sinais de excitagdo podem ser diferentes, consoante
o tipo de equipamento usado. Na figura seguinte ilustra-se os sinais de excitacdo mais
comuns na voltametria de impulso diferencial.

Pulso sobre varredura linear Pulso sobre varredura em forma de escada

i |
— 50 ms [~— —
ke i ot
= 5 e P "r‘\‘ - 52
_:: 1 R T 2 S
| B s g S; |
s —~25 | £ . S,
- i 2 S | :
,——’g 1= Tompo—— L—— e ta—Tempo !
I~ ! de gotejamento 3 de gotejamento

Tempo

Tempo

Figura 3: Sinais de excitacdo para a voltametria diferencial [28].

Duas medidas de corrente sédo aplicadas alternadamente. Uma é aplicada em S;
antes aplicagdo do impulso e a outra em S, apos o final do impulso. Depois a diferenca
de corrente por impulso Ai é registada em fungdo do potencial, resultando a curva
diferencial que se apresenta na figura seguinte.
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Al |

S E —>

Figura 4: Voltagrama obtido por DPV [28].

A altura do pico obtido na curva em certas condi¢cdes € directamente proporcional
4 concentragéo.

Uma vantagem da voltametria de impulso diferencial € a sua maior sensibilidade
comparativamente com a polarografia de varredura linear. Este tipo de voltametria

também apresenta limites de deteccdo mais baixos, na ordem dos 107-10® mol/L [28].

1.4.4. Voltametria de onda quadrada

Na voltametria de onda quadrada (SWV) também é possivel usar o eléctrodo de
mercurio gotejante, onde a varredura é feita nos ultimos milissegundos de vida da gota de
mercurio quando a corrente de carga é essencialmente constante. No entanto este tipo
de voltametria também tem sido realizado com eléctrodo de mercurio de gota suspensa
ou com eléctrodo de carbono.

A velocidade de varrimento de potencial (v) € obtida através da expressao v=fxAEs,

sendo f a frequéncia dos ciclos. A frequéncia dos ciclos pode ser calculada através da

1

expressao f=§ X tp, onde tp representa o tempo de duracdo do impulso. Este tempo

define o tempo de andlise e o incremento de potencial (AEs) fixa o afastamento dos
pontos de medicdo. O sinal analitico € mais influenciado pela amplitude do impulso de
potencial (AEp) do que pelo incremento de potencial. Na Figura 5 representa-se um
exemplo de esquema de aplicac&o do potencial (E) e medi¢g&do da intensidade de corrente

ao longo do tempo nesta técnica [28].
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Figura 5: Esquema de aplicag&o do potencial e medi¢do da intensidade de corrente
ao longo do tempo na voltametria de onda quadrada [29].

O sinal de excitagdo nesta técnica € obtido através da sobreposicdo da sequéncia
de impulsos com o sinal na forma de escada. A medida da corrente na SWV é feita duas
vezes em cada ciclo, uma vez no fim do impulso directo (is) e outra no fim do impulso
inverso (ip). Pode-se depois representar graficamente a intensidade de corrente total i (is-
i) [29].

Este tipo de voltametria apresenta como vantagem a sua elevada sensibilidade.
Os limites de deteccdo situam-se na ordem dos 107-10® mol/L. Outra vantagem desta
técnica sao as altas velocidades de varrimento nas analises, o0 que leva a curtos tempos
de analise e gradientes de concentracdo maiores dos que sdo encontrados na maioria

das restantes técnicas voltamétricas. [28].

Figura 6: Voltamograma tedrico associado a SWV para um sistema reversivel [30].
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Esta técnica tem varias utiliza¢cdes, uma das quais tem vindo sucessivamente a
ser mais utilizada, que é a andlise de espécies organicas e inorganicas. Também pode
ser aplicada como método de detec¢cdo em cromatografia liquida e FIA.

1.4.5. Voltametria ciclica

Nesta técnica de voltametria, parte-se de um determinado potencial e faz-se o
varrimento de uma determinada gama de potenciais. Depois inverte-se o0 sentido, ou seja,
efectua-se o varrimento no sentido inverso da mesma gama de potenciais. O ponto de
partida e de chegada sdo o mesmo. Na Figura 7 pode-se verificar o que se acaba de
enunciar. Durante a experiéncia o eléctrodo € mantido numa solugéo (onde esté contido o
analito) em repouso. A corrente é excitada na forma triangular obtendo-se o tipo de
gréafico representado na figura seguinte.

-0.2 -
ST : ~0.15V
\

0.0 - \
; \
A 402 \.
-
L“ / \
~ 40,4 b= / \
5 ‘ \
=5 +06 —
-9

w0k
|
0 20 40

Tempo, s

Figura 7: Sinal de excitacdo em voltametria ciclica [28].

Os potenciais onde ocorre a reversao sado designados de potenciais de inversao.
Estes potenciais sdo escolhidos de forma a observar a oxidag&o ou a reducao.

Os parametros mais importantes num voltagrama desta técnica séo os potenciais
de pico catédico e anddico e as intensidades de corrente do pico catédico e anddico.

A principal aplicagdo deste tipo de técnica é na andlise qualitativa de processos
electroquimicos.
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1.4.6. Métodos de redissolucao

Nao sendo propriamente um tipo de voltametria, os métodos de redissolugdo
abrangem uma variedade de procedimentos electroquimicos nos quais a voltametria esta
presente. Os métodos de redissolucdo englobam duas fases. A primeira fase diz respeito
a uma pré-concentracdo quantitativa, seguindo a fase de andlise por um dos métodos
voltamétricos enunciados anteriormente.

Comeca-se por adicionar o analito a solucdo que se encontra sob agitacdo. O
analito vai-se depositando no eléctrodo sendo depois determinado por um método
voltamétrico. Durante esta segunda etapa, o analito € redissolvido ou retirado do
eléctrodo de trabalho.

Existe trés tipos de redissolu¢cdo. Um dos métodos é a redissolugdo catddica,
onde durante a etapa de deposi¢éo o eléctrodo de trabalho funciona como um anodo e
na etapa de redissolugdo funciona como um catodo. A redissolucdo anddica €
precisamente o contrario, ou seja, o eléctrodo funciona como um catodo na deposicédo e
como um anodo na redissolucao. O terceiro método de redissolucdo é a adsortiva, onde a
deposicdo do analito se d& por adsorcdo fisica na superficie do eléctrodo e nédo pela
deposicédo electrolitica dos métodos anteriores.

A Figura 8 mostra um exemplo de sinal de excitacdo para métodos de
redissolucdo. Diz respeito a uma redissolugdo anddica para a determinacao de cobre e

cadmio. O método voltamétrico usado é polarografia de varredura linear.

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
22



Andlise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediacgéao

Deposigdo
M2+ 2¢” =M
L Redissolugdo ———

“1.0 p———p——

~0.8

T

Potencial, V

() Sinal de excitagio —1emPO
Cu= Cu® + 27
« |
il Cu= Cd* +2e ' l‘
" |
S I 3\
<
— - |
-0 -08 -06 -04 -02 00

Potencial, V
(b} Voltamograma

Figura 8: Sinal de excitacéo e respectivo voltagrama de redissolucéo anoddica [28].

Os eléctrodos mais usados nesta técnica sdo o de mercurio de gota suspensa e 0
de filme de mercario. No caso do filme de mercurio, o filme é depositado sobre um disco
de, por exemplo, carbono. Este tipo de eléctrodo tem uma area menor que o eléctrodo de
gota suspensa, 0 que permite obter resultados com maior sensibilidade. Outra vantagem
do eléctrodo de filme é que produz picos mais estreitos no voltagrama. Por outro lado, o
eléctrodo de gota suspensa gera resultados mais reprodutiveis especialmente para
concentracdes mais elevadas de analito.

Os métodos de redissolugdo sdo métodos simples e rapidos, o que é uma
vantagem a ter em conta aquando da escolha da técnica que se quer usar. Estes
métodos permitem a determinagdo de analitos que estejam em quantidades muito baixas
em solucéo. Pode-se determinar compostos na ordem dos 10° — 10™** mol/L. Os métodos
de redissolucdo catodica tém sido muito aplicados na determinacdo de haletos. J& a
redissolucdo adsortiva, € usada na determinacdo de catides inorganicos e compostos

organicos que estdo em concentracdo reduzida na solugédo [28].
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1.5. Eléctrodos de carbono impresso

Os eléctrodos de carbono impresso (SPCE), também conhecidos como screen-
printed carbon electrodes, sdo dispositivos planares baseados em diferentes camadas de
tinta impressa em substratos, substratos esses que podem ser de plastico, vidro ou
ceramica. Estes dispositivos constituem um tipo de célula usada em voltametria. Sao
constituidas, da mesma forma que as células de andlise classicas, por trés eléctrodos:
referéncia, auxiliar e de trabalho [31].

Vérios tipos de materiais sdo usados na construcdo dos eléctrodos, sendo que os
mais usados sdo o carbono e metais nobres, como por exemplo, a prata, ouro e platina.
O tipo de material de construcdo influencia o comportamento electroquimico do sensor
[31].

As vantagens deste tipo de dispositivo sdo a sua facilidade de operagéo, a sua
portabilidade devido ao seu reduzido tamanho, a sua elevada fiabilidade nos resultados
obtidos, facilidade de mudanca de eléctrodo, baixo custo da célula (cada célula custa
1.50-2€), permite uma redugcdo do consumo de amostra pois 0 volume de amostra

adicionada a célula para andlise é cerca de 50uL [31].

@ai

WE

Figura 9: Representacdo de uma célula de eléctrodo de carbono impresso.

(WE- eléctrodo de trabalho; RE — eléctrodo de referéncia; AE — eléctrodo auxiliar)
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1.6. Validac&o de métodos analiticos

A validagdo de um método analitico tem como objectivo determinar se o método
em estudo é adequado para a finalidade pretendida.

Os parametros a validar e o procedimento a seguir dependem do tipo de andlise e
dos objectivos pretendidos pelo analista. Os principais parametros para avaliar o
desempenho do método desenvolvido devem ser: linearidade, limites de deteccdo e

gquantificacao, preciséo, exactidao e selectividade.

1.6.1. Linearidade

A linearidade de um método analitico € a zona em que a resposta do analito varia
linearmente com a quantidade de analito. Analisa-se a resposta do analito em funcédo de
concentracdes crescentes do mesmo. Para tal, a partir de um nimero minimo de cinco

padrdes constroi-se uma curva de calibracao através de regressao linear.

1.6.2. Limites de detecc¢do e de quantificagao

O limite de detec¢éo é a quantidade minima do analito detectada pelo método em
estudo. O limite de quantificagdo diz respeito & menor concentracdo do analito
gquantificada com precisdo pelo método. Pode-se enunciar uma forma de calcular estes

dois limites [32].

Sendo que Sy representa a estimativa dos erros aleatérios na direccao do eixo dos yy e

b representa o declive da curva de calibragéo.
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1.6.3. Preciséo

Um parédmetro que pode ser usado para avaliar a precisdao é o desvio padréo
. , ~ O
relativo, sendo calculado através da expressdo RSD(%)=—x100 , onde o representa o
X

desvio padrédo e x a média aritmética das medicdes.

A precisé@o € avaliada pela repetibilidade, precisé@o intermédia e reprodutibilidade.
A repetibilidade consiste em realizar ensaios considerando sempre as mesmas condi¢des
experimentais. A precisdo intermédia consiste em efectuar ensaios em dias diferentes
mantendo as restantes condi¢cdes dos ensaios. Na reprodutibilidade utiliza-se o mesmo

método e amostras iguais mas realiza-se ensaios em diferentes condi¢des.

1.6.4. Exactidao

A exactiddo avalia, na zona linear do método analitico seleccionado, a
proximidade entre os valores obtidos experimentalmente e o valor real, ou assumido
como tal. Este parémetro pode ser avaliado através da adicdo de uma amostra

farmacéutica da substancia activa em estudo.

1.6.5. Selectividade

A selectividade de um método é avaliada pela sua capacidade de distinguir o
analito em estudo de outras substéncias que poderdo estar presentes na amostra. Deste
modo, na avaliagdo da selectividade de um método para a analise de uma substancia
activa numa formulacéo farmacéutica, a influéncia dos excipientes presentes deve ser

avaliada através do procedimento da secgéo anterior

1.7. Remediacdo de contaminantes

Nas ultimas décadas, diversas técnicas de remediacdo tém sido aplicadas no
tratamento de solos contaminados com produtos farmacéuticos. Varios estudos foram
realizados usando técnicas como a ozonizagdo, a oxidacdo ou a bioremediagdo. Para
prevenir/tratar doencas dos animais sdo-lhes administradas doses consideraveis de

farmacos. Uma parte destes farmacos é posteriormente expelida nas fezes dos animais
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que serve, muitas vezes, de adubo em solos para actividade agricola. Deste modo o
farmaco é transferido para o solo resultando na contaminag¢do deste podendo esta ser
transferida posteriormente para o ser humano por via da 4gua de consumo ou de rega.

O modo como 0s contaminantes se movimentam nos solos foi estudado em Premasis
Sukul [33], onde se analisa 0 processo de adsor¢do/desadsorcdo da sulfadiazina no solo.
A quantificacao da sulfadiazina foi realizada recorrendo & técnica de cromatografia de alta
eficiéncia. Os resultados sugerem que a adicdo de matéria organica ao solo, reduz
posteriormente a contaminacdo da agua por parte do solo contaminado com sulfadiazina.
E provado no estudo o potencial de contaminagido da sulfadiazina, sendo por isso um
composto com necessidade de tratamento antes de ser libertado para os solos.

A técnica de ozonizagdo como demonstram alguns estudos, ja foi utilizada para a
destruicdo de antibioticos. Os artigos encontrados, ndo enunciam a aplicacdo desta
técnica em solos, no entanto se esta técnica € eficaz na destruicdo de compostos que
nao em solos, também podera ser capaz de tratar antibiticos existentes em solos.
Porém, pode ndo ser tdo eficaz como outras técnicas que ja foram aplicadas neste tipo
de contaminante em solos.

O estudo realizado por Franziska Lange [34], diz respeito a ensaios realizados
para estudar a inactivacdo e eliminacao do antibidtico, claritromicina, por reaccdo com o
ozono. Deste estudo conclui-se que em efluentes liquidos a ozonizagcdo é um bom
método de inactivagcdo ou eliminacdo de antibidticos, como é o caso da claritromicina,
devido a grande reaccao que existe entre 0 0zono e o antibiético. Em Bavo De Witte [35]
estuda-se os efeitos da ozonizacdo na concentracdo de ciprofloxacina. Posteriormente
um produto de degradacdo da ciprofloxacina, o desetileno, € identificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando a espectometria de massa como
detector. Os principais resultados demonstram que a ciprofloxacina é degradada mais
rapidamente a pH 3 e com as maiores concentragfes de ozono testadas. A adi¢do de
pequenas quantidades de peroxido de hidrogénio favorece a degradacdo da
ciprofloxacina.

Também existem artigos publicados onde se faz o estudo da ozonizagdo em
estrumes de animais, como por exemplo em Merih Otker Uslu [36], em que se realiza o
estudo da eficiéncia da ozonizacdo na degradacdo do antibidtico oxitetraciclina em
estrumes e num efluente liquido sintético. A taxa de degradacdo depende do pH e da
concentracdo de ozono aplicada. Conclui-se que o ozono ndo € muito eficiente na
degradacédo do oxitetraciclina, quando presente em estrumes, mas pode ser eficiente no

tratamento de efluentes liquidos contaminados com oxitetraciclina. Uma razéo que pode
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explicar a baixa eficiéncia em estrumes, € a presenca de altos teores de matéria organica
nos estrumes. Esta matéria podera absorver o oxitetraciclina impedindo posteriormente a
reaccdo do contaminante com o 0zono.

A técnica de bioremediagdo tem sido também muito utilizada na remediagéo de
solos contaminados, ndo s6 com antibiéticos, mas com outros contaminantes. Rahyani
Ermawati [37] analisou o comportamento de esterdides hormonais em estrumes pela
técnica de bioremediacdo. Existem também estudos onde se aplica a técnica de
bioremediacdo em compostos petroliferos (Paul H. Fallgren [38]). Os ensaios foram
realizados num reactor de fase sélida onde se obtiveram boas taxas de degradacéo dos
compostos petroliferos.

Outro exemplo é o estudo de J.K. Adesodun [39], onde de realiza o estudo da
viabilidade do uso de dejectos de animais como bioremediagdo alternativa em solos
contaminados com compostos petroliferos. Este € um método de simples aplicacdo e de
custos reduzidos. Os dejectos utilizados sé&o de bovinos, suinos e de aves domésticas.
No final do estudo faz-se uma avaliacdo dos resultados obtidos, para verificar qual o tipo
de dejectos mais eficiente no tratamento dos compostos petroliferos. Concluiu-se que os
dejectos com melhores resultados sdo os de aves domésticas, seguindo-se os dejectos
suinos.

A bioremediacao j& foi também aplicada em fungicidas, como retrata o estudo
Zarhelia Carlo Rojas [40]. Neste estudo enuncia-se um trabalho realizado com o objectivo
de estudar a degradacdo do fungicida clortalonil, presente num solo usado para
agricultura, em condi¢des anaerdbias. Os resultados obtidos provam que em condicbes
anaerobias o clortalonil é degradado, mesmo se este estiver presente em concentracées
elevadas. Agustin Ibarrolaza [41] estudou a influéncia de diferentes concentracdes de
cromio na eficiéncia do processo de bioremediacdo e na composicdo da comunidade
bacteriana presente no solo contaminado com fenantreno. Conclui-se que a presenca de
cromio retarda a degradacdo do fenantreno e provoca alteragBes na estrutura das
bactérias presentes no solo.

O método escolhido para o trabalho proposto € a oxidagdo quimica. Esta técnica
ja foi estudada em varias experiéncias efectuadas, onde sdo usados diferentes tipos de
oxidantes quimicos. Exemplo de estudos j& realizados aplicando a oxidacédo, temos em
Paula Tereza de Souza e Silva [42] um exemplo da aplicacédo do reagente de Fenton em
tratamento de solos contaminados. Como principais resultados tem-se que €
imprescindivel optimizar os parametros: concentracdo de peréxido de hidrogénio,

concentracdo de reagente Fenton, pH e o mais importante o tempo de reaccdo. Os
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resultados corroboram que o fenantreno é mais facilmente degradavel que o pireno. Este
estudo revela que o uso do reagente de Fenton € fidvel no processo de oxidacao dos
compostos fenantreno e pireno.

O cloro também pode ser usado como oxidante quimico. Virender K. Sharma [43]
estudou o processo de oxidacdo de medicamentos recorrendo a varios oxidantes como
cloro, 6xido de cloro, ozono e ferro. Os resultados mostram que a oxidacao de farmacos
através do ozono ocorre muito rapidamente (tempo meia vida inferior a 100s). Dos
oxidantes testados, o Oz e FeVI apresentam-se como 0s mais eficientes em processos
deste tipo.

Para além de ser possivel utilizar oxidantes quimicos, jA é possivel usar
processos avangados de oxidacdo/reducdo. E o caso de Weihua Song [44], onde a
oxidag&o de antibidticos é feita através de radicais livres. Este método € uma alternativa
aos convencionais tratamentos, que muitas vezes nao sao eficientes. Os radicais
testados sdo o hidroxilo (‘OH) e o electrdo hidratado (e’,). Os resultados do estudo
mostram que o método de utilizar radicais é uma boa alternativa aos métodos de
tratamento vulgarmente usados. Conclui-se também que o radical hidroxilo é mais

eficiente do que o electrédo hidratado.
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2. Condicdes Experimentais

Nesta seccao é descrita a instrumentacado utilizada no estudo, assim como 0s reagentes
e solugbes necessarios para a execugdo do trabalho. A seguir enuncia-se o0s

procedimentos experimentais adoptados nas varias fases do estudo.

2.1. Instrumentacao

Os ensaios voltamétricos foram efectuados utilizando um AUTOLAB
potenciostato/galvanostato de modelo PGSTAT12 da marca Metrohm que é controlado
por um sistema de aquisicéo e tratamento de dados GPES 4.9. O AUTOLAB encontra-se
acoplado a um stand voltamétrico Metrohm 663VA, o qual possui uma célula voltamétrica
constituida por trés eléctrodos da marca Metrohm (Figura 10), de seguida designada por
célula classica.

Relativamente ao tipo de eléctrodos utilizados na célula classica, o eléctrodo de

trabalho (Figura 11) foi de carbono vitreo (d=2mm), enquanto que o eléctrodo referéncia

foi de Ag/AgCI/KCI 3mol/L (Figura 12). O eléctrodo auxiliar foi também de carbono vitreo
(Figura 13).

Figura 10: Equipamento utilizado nos ensaios voltamétricos.

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
31



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo

Figura 11: Eléctrodo de trabalho (GCE) utilizado na célula classica.

Figura 12: Eléctrodo de referéncia (Ag/AgCI/KCI 3mol/L) utilizado na célula classica.

Figura 13: Eléctrodo auxiliar (carbono vitreo) utilizado na célula classica.

A Figura 14 representa mais pormenorizada a célula voltamétrica classica usada.

A amostra € introduzida na célula, onde s&o colocados os eléctrodos que estédo
previamente fixados nos seus respectivos lugares. Apos a introdugdo da amostra, aplica-
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se um varrimento de potencial e ocorre uma transferéncia de massa do analito para a
superficie do eléctrodo de trabalho, ao longo do tempo de ensaio sendo avaliada a
intensidade de corrente do sinal analitico de oxidagdo. O resultado obtido permite
determinar em determinadas condi¢des a quantidade do analito. Depois de cada leitura é
necessario fazer a limpeza do eléctrodo de trabalho, para retirar os produtos da oxidacdo
do antibidtico em estudo. Esta limpeza efectua-se com 6xido de aluminio com recurso a
um pedaco de camurca. Faz-se a friccdo do eléctrodo na camurga contendo o 6xido de
aluminio humido. Depois lava-se o eléctrodo com 4gua desionisada.

Deve-se lavar muito bem a célula electroquimica. Convém no inicio de cada
ensaio efectuar uma leitura do branco para confirmar se obtém resposta da CIP. Caso se
obtenha uma ligeira resposta significa que a célula ndo esta bem lavada.

As células SPCE sao adquiridas a DropSens cuja referéncia € DRP 110. O
substrato das células é cerdmica e o eléctrodo de trabalho é de carbono com 4mm de
didmetro. O eléctrodo auxiliar € também de carbono e o eléctrodo de referéncia € de
prata [45]. A amostra é colocada na superficie da célula onde se encontram o0s
eléctrodos. N@o é necessério realizar o desarejamento da solucdo de analise durante a
realizacdo dos ensaios. Ao contrario das células classicas, neste tipo de célula ndo é
necessario efectuar a limpeza do eléctrodo de trabalho pois as células sdo descartaveis.
Na Figura 15 apresenta-se uma imagem representativa das células SPCE.

Figura 14: Representacdo da célula voltamétrica classica.
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Figura 15: Representacédo da célula voltamétrica SPCE.

As pesagens necessérias foram efectuadas numa balanca analitica Sartorius de
modelo BP211D. As medigbes de pH realizaram-se num pH-metro da Crison de modelo
GLP 22. Na questdo de material de medicao de liquidos, usou-se pipetas volumétricas,
por exemplo de 10,00mL e 20,00mL. Também usou-se provetas graduadas por exemplo
de 25mL. Para preparacao de solug6es foram usados bal6es volumétricos de 100,00mL e
250,00mL e varios gobelés. O material de vidro € da marca Qualicolor e Normax. Para
medir volumes inferiores a 10,00mL recorreu-se a micropipetas da Gilson. A trituracdo

dos comprimidos da formulacdo farmacéutica foi realizada com recurso a um almofariz.

2.2. Reagentes e solugdes

2.2.1. Voltametria

Todas as solugdes foram preparadas com agua desionisada (conduténcia
<0,1uS/cm).

Preparou-se uma solucdo stock de CIP (M=331,34 g/mol), da marca Fluka com
uma pureza = 98%, de concentracdo 1,0x10° mol/L. Para preparar esta solugéo pesou-se
uma massa de 0,0335g do antibiético que foi dissolvida em 100,0mL de agua
adicionando-se a solucdo uma gota de HCI 37%. Todas as solucdes de CIP necessarias
posteriormente preparam-se a partir desta solucdo através da sua diluicdo com

agualelectrélito de suporte.
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Deve-se preparar grande quantidade de solucéo stock de CIP para evitar preparar
demasiadas vezes esta solucdo ao longo do estudo o que poderia levar a alguma
diferenca de constituicdo das varias solu¢des preparadas.

Relativamente aos ensaios voltamétricos de optimizacdo das condi¢cdes
experimentais, utilizou-se como electrdlito de suporte solugbes tampao Britton-Robinson
(1=0,3 mol/L). Estes preparam-se por adicdo de NaOH 0,8 mol/L, KNO; 1,34 mol/L a
25,00mL de uma solucdo acida (4cido acético 0,16 mol/L+acido fosférico 0,16
mol/L+4&cido boérico 0,16 mol/L), perfazendo-se o volume a 100,0mL com &gua
desionisada. No Anexo | apresenta-se a composi¢cdo das solucbes constituintes dos
tampbes de pH. Na Tabela 4 apresenta-se, para cada valor de pH, as quantidades de
NaOH e KNO; adicionados a 25,00mL de solugéo &cida.

Deve-se preparar grandes quantidades de solugdo tampéo do pH Optimo, para
evitar preparar demasiadas vezes esta solugdo ao longo do estudo o que poderia levar a

alguma diferenca de constituicdo das varias solugdes preparadas.

Tabela 4. Preparacdo das solu¢cdes tampé&o Britton-Robinson
(I=0,3 mol/L). Volumes de solucbes de NaOH e KNO;
adicionados a 25,00mL de solucao &cida, seguida de diluicdo

até 100,0mL.
pH Vaon (ML) | Vknos (ML)
1,78 0 21,14
2,30 3,00 20,23
3,04 4,50 19,60
4,06 6,00 18,78
4,96 9,00 16,93
5,88 11,00 15,14
6,75 13,50 12,25
8,17 15,50 10,23
9,29 19,00 8,00
10,24 20,00 7,20

Para a desoxigenacdo das soluc¢des analisadas usou-se uma corrente de azoto

5.0 obtida através da Linde Sogas.
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No estudo da selectividade e no doseamento, a formulagcdo farmacéutica utilizada
foi adquirida numa farmécia, sendo a designacao de CIPROFLOXACINA 500mg sendo o
produtor a Ranbaxy. A embalagem é constituida por 16 comprimidos revestidos por
pelicula.

2.2.2. Remediacao

Inicialmente preparou-se solu¢gbes dos oxidantes permanganato de potassio e o
peroxido de hidrogénio, ambos de concentracdo 1,0x10? mol/L. A solucdo de
permanganato foi preparada a partir de uma solucéo ja existente de concentracao 0,020
mol/L. O peréxido de hidrogénio foi preparado a partir de uma solucdo 30% (m/m) da
marca Riedel-de Haén. Preparou-se também uma solugdo de cloreto de manganés a
partir do composto em estado sélido (marca Fluka), para verificar se 0 manganés tem
interferéncia na resposta da ciprofloxacina.

Nos ensaios de remediacdo foi monitorizada uma solugdo onde ocorre reacgao
entre a CIP e um oxidante. A solugcédo é constituida por CIP, o oxidante em estudo e
H,SO, concentrado, sendo as quantidades de cada constituinte da solucdo variareis de
ensaio para ensaio. A utilizacdo do &cido sulfurico deve-se ao facto de o oxidante actuar
melhor em meio acido (pH=1). Para a monitorizacdo do processo de remediacdo €
necessaria a utilizacdo de uma outra solucdo, sendo esta preparada com uma
determinada quantidade de solucdo de reacc¢édo, solugdo tampéao de pH éptimo e NaOH,
sendo as quantidades variareis ao longo dos ensaios que se realizam.

O H,SO, concentrado (93-97%) usado no ajuste de pH da solugéo de reaccao foi
da marca Sigma Aldrich. A solugcdo de hidroxido de sédio usado no ajuste do pH da
solucdo de andlise foi preparada a partir do composto no estado sélido da marca
Pronalab, sendo a concentragdo pretendida de 4 mol/L.

Deve-se preparar grandes quantidades de solucdo dos oxidantes testados
solucdo para evitar preparar demasiadas vezes esta solugdo ao longo do estudo o que

poderia levar a alguma diferenca de constituicdo das vérias solugdes preparadas.
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2.3. Procedimentos gerais

2.3.1. Ensaios voltamétricos

Para a analise do antibiético em causa, a CIP, utilizou-se a técnica de SWV.
Nos ensaios voltamétricos preliminares, usou-se varias solucbes tampédo Britton-
Robinson. As concentracdes da CIP pretendidas nos ensaios sao obtidas por diluicdo das
solucBes mais concentradas com electrdlito de suporte na prépria célula electroquimica.

O voltagrama correspondente ao branco foi obtido apds desoxigenacdo de
10,00mL de electrolito de suporte. O desarejamento, acompanhado de agitacdo
mecanica da solucgéo, foi realizado com azoto durante um periodo de tempo de 2min para
0 caso da célula classica. Terminado o desarejamento, um voltagrama € registado
através da aplicacdo de um varrimento de potencial na direccdo anddica. No caso da
célula SPCE o ensaio foi realizado através da colocagéo de 60uL de electrdlito de suporte
na superficie do eléctrodo de trabalho sendo a solugdo analisada de imediato, nédo
havendo tempo de desarejamento.

Todos os voltagramas e respectivas condi¢cdes operacionais sdo armazenados

num computador pessoal.

2.3.2. Estudos preliminares e de optimizacéo

Nos estudos preliminares e de optimizacéo pretendeu-se estudar a influéncia de
diversos parametros experimentais com possivel efeito combinatério no sinal analitico.

Nos ensaios realizados com a célula classica o primeiro parametro analisado foi o
pH, seguindo-se a frequéncia, o incremento de potencial e a amplitude do impulso de
potencial da onda quadrada, respectivamente.

A optimizagdo tem como objectivo a obtengéo da maior intensidade de corrente de
pico, melhor precisdo e maior selectividade. Os parametros seleccionados sdo de
seguida utilizados em todos o0s ensaios posteriores.

Nos ensaios realizados com as células SPCE, para os parametros SWV, usou-se
0s mesmos valores da célula classica para poupar nos custos das células. Assim neste
caso comecou-se com a determinacdo da linearidade seguindo-se 0s ensaios de

repetibilidade/precisao intermédia.
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2.3.4. Validacdo dos métodos desenvolvidos

De forma a validar os métodos desenvolvidos, determinou-se a zona de
linearidade entre a intensidade de corrente do pico e a concentracdo de CIP, o LOD, o
LOQ, a preciséo e a selectividade.

A zona de linearidade foi estabelecida através da andlise de vérias solu¢cbes de
CIP de diferentes concentracbes. Através dos resultados obtidos, determinou-se qual a
zona onde o sinal da CIP é linear com a concentracdo. No estudo da linearidade do
método, utilizando a célula classica, estudou-se uma gama de concentracdes de CIP
entre 5,00x107 mol/lL e 2,00x10* mol/L. Com o SPCE estudou-se uma gama de
concentracdes de CIP entre 1,00x10" mol/L e 7,00x10™° mol/L.

Quanto a precisdo, avaliada a nivel da repetibilidade e precisdo intermédia,
determinou-se para trés concentragfes de CIP que sdo abrangidas pela zona linear. Para
se avaliar a precisao realizou-se cinco leituras seguidas de cada concentracdo escolhida
(para se avaliar a repetibilidade) em trés dias diferentes (para se avaliar a precisao
intermédia). No caso da célula classica as concentracdes seleccionadas para se realizar
o estudo da repetibilidade e precisdo intermédia foram: 1,00x10°, 3,00x10™ e 5,00x10°
mol/L. Relativamente as células SPCE as concentra¢des seleccionadas para se realizar o
estudo da repetibilidade e preciséo intermédia foram: 1,00x10°, 3.00x10° e 4,00x10°
mol/L.

Nos estudos de selectividade triturou-se 2 comprimidos da formulagéo
farmacéutica correspondendo a uma massa de 1,5540g. Dos comprimidos triturados
pesou-se 0,01552g (equivalente a 10mg de CIP), misturou-se com 100,00mL de agua e
procurou-se extrair o principio activo com a ajuda de um banho de ultra-sons. Assim
ficou-se com uma solugéo com concentragéo em CIP de 3,00x10™ mol/L. Um volume de
526,0uL da solucéo resultante foi adicionado a 10,00mL de solu¢do tampé&o pH 3,04 que
se encontrava na célula voltamétrica classica, obtendo-se assim uma concentragéo de
CIP de 1,50x10® mol/L. A solucéo resultante foi analisada por SWV. Em seguida fez-se
adicbes sucessivas da solugdo stock de CIP (1,00x10° mol/L), de modo a obter
concentragdes de CIP (padrdo) de 5,00x10°, 1,00x10°, 1,50x107°, 2,00x10°, 2,50x10°
mol/L, fazendo-se depois a andlise voltamétrica.

Para as SPCE, as solucdes a analisar foram previamente preparadas e guardadas
em recipientes apropriados. Isto porque neste tipo de célula voltamétrica ndo é possivel
efectuar mistura de solucdes. As concentracdes pretendidas sdo as mesmas que na

célula classica. Para a preparacédo das solu¢cdes comecgou-se por adicionar em todos os
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bal6es volumétricos (de 10,00mL) 500uL da solugdo amostra. De seguida, para obter as
concentracdes pretendidas, adicionou-se 0s seguintes volumes da solucéo stock de CIP
(1,00x10° mol/L): 0, 50, 100, 150, 200 e 250uL. Completou-se o volume com solucéo
tampéo.

2.3.5. Doseamento da ciprofloxacina numa formulacao farmacéutica

O doseamento da CIP numa formulacao farmacéutica (Ciprofloxacina 500 mg —
Ranbaxy) foi somente efectuado com o SPCE por proporcionar analises muito mais
rapidos quando comparado com a célula classica.

Neste doseamento triturou-se 2 comprimidos da formulagdo farmacéutica
correspondendo a uma massa de 1,5540g. Dos comprimidos triturados pesou-se
0,01552g (equivalente a 10mg de CIP), misturou-se a massa pesada com 100,0mL de
agua e procurou-se extrair o principio activo com a ajuda de um banho de ultra-sons. Da
solucdo resultante preparou-se solucdes diluidas de modo que as suas concentracdes
(1,5x10; 2,5x10° e 3,5x10™ mol/L) se situassem dentro dos limites da concentracdo da
curva de calibragéo (1,00x10° — 4,00x10° mol/L). Estas solucdes foram analisadas e
com as intensidades de corrente do pico obtidas foi calculado as concentracfes de CIP
através da interpolacdo na curva de calibracgéo.

2.3.6. Remediacao de solos

Comecgou-se por verificar se 0os oxidantes a testar e 0 ido manganés apresentavam
sinais de oxidacdo. Os oxidantes testados foram o permanganato de potassio e o
peroxido de hidrogénio. Primeiro teve-se de verificar a obtengdo de resposta com 0s
oxidantes em solucdo aquosa. A possivel obtencdo de sinal voltamétrico do oxidante
pode afectar os resultados aguando da analise do antibi6tico. Isto pode levar &
sobreposigéo de picos dos dois compostos.

Quanto ao manganés apesar de ndo ser um oxidante, foi avaliado da mesma forma a

obtencao de resposta porque este composto € um produto da reaccao do permanganato.

MnO,” +8H " +5e — Mn* +4H,0
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Como no final da reaccdo temos manganés em solu¢éo, caso se obtenha resposta
depois de efectuado o varrimento de potenciais, isto vai afectar os resultados obtidos pois
para além de estar a detectar CIP esta-se também a detectar manganés.

Na identificagdo do melhor oxidante foram realizados diversos ensaios com diferentes
concentracdes de cada oxidante, sendo avaliado o comportamento da ir da CIP ao longo
de tempo de reacgdo. A concentracdo de CIP manteve-se constante em todos o0s
ensaios, sendo de 3,00x10™ mol/L. Os critérios para a seleccdo do melhor oxidante
basearam-se na capacidade de degradacdo da CIP e o tempo necessario para essa
mesma degradacdo. Pretendia-se um oxidante capaz de degradar totalmente a CIP num
curto espaco de tempo.

Para o per6xido de hidrogénio comecou-se por utilizar uma concentracdo deste
oxidante de 7,00x10° mol/L. Verificou-se que este oxidante ndo consegue degradar a
CIP. Entdo optou-se por nao realizar mais ensaios com este oxidante, passando-se para
0S ensaios com o permanganato de potassio a fim de se verificar se este oxidante era
mais eficaz. As concentracdes testadas de permanganato de potassio foram: 1,00x10™
mol/L, 1,00x10° mol/L, 6,00x10"> mol/L e 7,00x10" mol/L.

Depois de determinado o oxidante mais eficaz na degradacdo da CIP fez-se a
aplicacdo em solo. Comecou-se por pesar 10,0g de um solo previamente seco. Preparou-
se uma solucdo da CIP para adicionar ao solo, para assim se criar um solo contaminado
com este composto. E depois adicionado ao solo o oxidante para avaliar se consegue
degradar a CIP contida no solo. O meio foi acidificado com H,SO, concentrado. A
reaccao ocorreu num gobelé. Ao longo do tempo retirou-se amostras, que foram filtradas
e corrigido o pH a 3 (pH 6ptimo) com NaOH 4 mol/L antes de serem analisadas por SWV.
O procedimento nos ensaios realizados com areia foi igual ao referido anteriormente para

o solo.
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3. Resultados

3.1. Optimizacao (GCE)

O estudo da oxidacao da CIP foi realizado pela técnica SWV com uso de uma
célula classica e posteriormente com uma célula SPCE. O sinal da CIP que se obtém foi
um pico na zona da gama de potenciais utilizada.

No processo de desenvolvimento da técnica de SWV foi necessario optimizar
determinados parametros que estédo interrelacionados e que podem exercer um efeito
combinado no sinal analitico da CIP.

O primeiro parametro a optimizar foi o pH. Nesta etapa avaliou-se a resposta da
CIP (1,0x10° mol/L) para diversas solucfes tamp&o de pH numa gama compreendida
entre [1,78; 11,91].

Nos ensaios do branco, nalguns tampdes, obteve-se um ligeiro pico no mesmo
potencial da CIP. A i destes picos teve de ser subtraida a i» dos picos da CIP antes de
se construir o grafico ir em fung¢éo do pH.

O pH 6éptimo corresponde ao pH para o qual a i da CIP é maxima. Os resultados

obtidos dos ensaios apresentam-se na Figura 16 e na Tabela 16 (Anexo |).

9,00 |
8,00
2'88: * %

bA)

e (WA) - o .
400
3.00
200 * o ¢
1,00
0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

pH

Figura 16: Efeito do pH do electrélito na irde uma solucéo de CIP (1,0x10°mol/L) na
analise por SWV.
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Como se pode observar na Figura 16 a partir do tampdo com pH 8,17 a
ciprofloxacina deixa de dar resposta. Avaliando a resposta da CIP para os diversos
valores de pH, pode-se constatar que esta resposta € maior para o pH 3,04, sendo por
isso este o valor de pH éptimo e utilizado nos ensaios seguintes. O Ep obtido para este
valor de pH é de aproximadamente 1,2V.

O parametro seguinte a testar foi a frequéncia. Testou-se varios valores de f no
intervalo [10Hz; 650Hz]. Para cada valor deste parametro foi determinado a i da CIP
1,0x10° mol/L Tabela 17 (Anexo ).

30,00
25,00 o o o ¢ .
20,00 ¢

P (A L C o s’
10,00 o o®

5,00 '

0,00

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
f (Hz)

Figura 17: Efeito da frequéncia na anélise por SWV de uma solucéo CIP (1,0x107
mol/L) em tampé&o Britton-Robinson (pH 3,04).

Analisando a Figura 17, verifica-se um aumento crescente da i da CIP com o
aumento da f aplicada. Observa-se que a partir de 400Hz a i» comeca a estabilizar,

correspondendo a f de 400Hz a f 6ptima.

Depois de determinada a f Optima, realizou-se ensaios com 0 objectivo de
determinar qual o melhor AEs (Figura 18). Para cada valor deste parametro foi
determinada a i» da CIP 1,0x10° mol/L sendo utilizado AEs de 1 a 10mV (incrementos de

1mV) estando representado na Tabela 18 (Anexo |).
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Figura 18: Efeito do incremento de potencial na andlise por SWV de uma solucao
CIP (1,0x10° mol/L) em tampé&o Britton-Robinson (pH 3,04).

Pela observagéo da Figura 18 nota-se uma tendéncia crescente da ip da CIP até
ao AEs de 6,00 mV, onde se obtém a altura maxima de 29,0uA, invertendo-se depois a
tendéncia para valores superiores a 6,00mV.

Para o ensaio de 4,05mV a ip deu um valor baixo analisando a tendéncia dos
restantes ensaios, provavelmente devido a um erro experimental ou uma ineficaz limpeza
do eléctrodo.

O AEs 6ptimo é 6,00mV, pois é para este valor de incremento de potencial que se
obtém a resposta maxima da CIP.

O Ultimo paréametro a optimizar foi a amplitude do impulso de potencial, AEp. Para
determinar a AEp Optima fez-se a anélise do pico de uma solucdo de CIP 1,0x10° mol/L,
sendo que se pretende o pico mais bem definido, ou seja, o pico mais estreito e mais alto.

Os resultados obtidos estéo representados na Figura 19 e na Tabela 19 (Anexo ).
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Figura 19: Efeito da amplitude do impulso de potencial na analise por SWV de uma
solucdo CIP (1,0x10°mol/L) em tamp4&o Britton-Robinson (pH 3,04).

A partir da AE; 60,00mV, inclusive, o pico da CIP obtido ja é demasiado largo para
0 método ser considerado selectivo. Por esta razdo sO foram realizados ensaios até &
AER de 75,00mV.

Para o ensaio de 45,00mV obteve-se um valor bastante superior ao dos restantes
ensaios, sendo que podera ter ocorrido algum erro experimental.

O pico da CIP melhor definido foi obtido com o valor de 40,05mV de AE; com uma

ip igual a 26,85uA, correspondendo assim ao AEp Optimo.

Na Tabela 5 apresenta-se resumidamente os valores optimizados dos varios

parametros para a analise da CIP.

Tabela 5: Valores 6ptimos dos parametros da SWV.

Parametro Valor

pH 3,04

f 400Hz
AEs 6,00mV
AEp 40,05mV
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3.2. Validagéao

3.2.1. Eléctrodo de carbono vitreo (GCE)

De modo a encontrar-se a relagéo linear entre a ir € a concentracdo da CIP,
analisou-se solucbes com concentracdes entre 5,00x107 e 2,00x10™ mol/L de CIP. Os

resultados obtidos séo indicados na Tabela 20 (Anexo |) e na Figura 20.

50,0
45,00 ¢
40,00 o
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2000 4@
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0,00 ‘ ‘ ‘ , ‘
0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 2,00E-04 2,50E-04

Concentragéo CIP (mol/L)

Figura 20: Estudo da linearidade entre aip € a concentracdo da CIP (GCE).
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A curva de calibragéo linear € indicada na Figura 21.
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Figura 21: Representacéo da curva de calibragédo (GCE).

As caracteristicas desta curva de calibracdo bem como os limites de deteccéo e

quantificag&@o calculados a partir desta, sdo indicados na Tabela 6.

O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,9903, pelo que se pode afirmar que a

resposta da CIP é linear entre 5,0x10° mol/L e 6,0x10° mol/L. A explicacdo para o

coeficiente ndo ser mais proximo de um, deve-se ao facto da necessidade de limpeza

manual do eléctrodo de trabalho de ensaio para ensaio. A limpeza nunca é igual ao longo

dos ensaios de modo que pode influenciar os resultados obtidos.

Na Figura 22 apresenta-se os voltagramas de onda quadrada obtidos na analise

de solugcbes com concentracdes na gama de linearidade.

Na Tabela 21 Anexo | apresenta-se os célculos realizados para calcular o limite de

deteccéo e limite de quantificagéo.
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Tabela 6: Caracteristicas da curva de calibragdo para analise da CIP por SWV
(pH=3,04; f=400Hz; AEs=6,00mV; AE-=40,05mV) (GCE).

Parametros Valores obtidos
Gama de Linearidade (x10° mol/L) 5,0-60,0
n 7
Coeficiente correlacéo 0,9903
Declive (MA.L/mol) 371368
Erro do declive, Sy (WA.L/mol) 23360
Ordenada na origem (pA) 5,193
Erro da ordenada na origem, S, (LA) 0,998
Svix 1,17x10°
LOD (x10®° mol/L) 9,48
LOQ (x10® mol/L) 31,6
1,5E-04
1,2E-04
9,0E-05
z o
20umol/L
6,0E-03 30EmoI/L
——40umol/L
— 50umol/L
3,0E-085 — 60umol/L
0,0E+006
0,70 0,85 1,00 1,15 1,30 1,44
E/NV

Figura 22: Voltamogramas obtidos na analise de CIP por SWV em tampé&o Britton-
Robinson (pH=3,04) na zona linear (GCE) (f=400Hz; AEs=6,00mV; AE;=40,05mV).
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Depois de determinada a zona de linearidade, pretende-se estudar a
repetibilidade e precisdo intermédia na zona linear. Repetibilidade consiste em realizar
cinco ensaios seguidos para cada concentracdo escolhida. Escolhe-se trés
concentracbes da zona linear. Precisdo intermédia é efectuar ensaios em trés dias
diferentes mantendo as mesmas condi¢cdes dos ensaios.

As concentracbes escolhidas da zona linear foram: 1,0x10°, 3,0x10”° e 5,0x10°
mol/L. A preciséo foi avaliada através do desvio padréo relativo, sendo os valores obtidos

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Avaliagdo da preciséo para a andlise da CIP por SWV (GCE).

Concentragéo Repetibilidade (RSD%) Precisdo intermédia (RSD%)
(mol/L) (n=5) (n=3)
1,00x10” 4,17 9,92
3,00x10” 5,46 6,47
5,00x10™ 5,01 6,15

Analisando a tabela, verifica-se que os desvios padrées obtidos sdo superiores
aos valores para os quais se pode afirmar que os resultados sao precisos. Os resultados
sao considerados satisfatérios quando o desvio padrédo é inferior a 5%. No caso da célula
classica os valores superiores sao derivados a limpeza do eléctrodo, facto que torna mais
dificil a obtencéo de valores precisos.

De notar que a repetibilidade é melhor que a preciséo intermédia e que a preciséo

dos resultados melhora a medida que a concentracéo de CIP aumenta.

Com os estudos da selectividade pretendeu-se determinar se o método é
selectivo, ou seja, se 0s excipientes presentes nos comprimidos do farmaco interferiam
com os resultados.

Para os ensaios realizados no estudo da selectividade preparou-se uma solucéo
do farmaco de concentragéo 1,50x10™ mol/L, & qual se adicionou quantidades crescentes
da solucdo stock de CIP de concentracdo 1,00x10° mol/L. As quantidades foram
adicionadas de modo a obter-se concentra¢bes de 5,00x10°; 1,00x10° e 1,50x107,
2,00x10™” e 2,50x10™ mol/L. O declive da curva de adigéo padrédo foi comparado com o

declive da curva de calibragéo (sem adicdo do farmaco).
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A curva de calibracéo e a curva de adicao padréo obtidas pela célula cladssica séo
representadas na Figura 23, sendo os valores obtidos para a constru¢cdo dessas curvas
apresentados na Tabela 23 do Anexo I.

3500 . Y =678000x+12,45
r=0,996

30,00 -
25,00

ip(MA) 20,00
15,00

& curva calibragao

® curva adigdo padrao

y=371368x +5,19

10,00 - r=0,990

5,00 -

0,00 T T T T 1
0,00E+00 1,50E-05 3,00E-05 4,50E-05 6,00E-05 7,50E-05

Concentragdo CIP (mol/L)

Figura 23: Representacdo da curva de calibracéo e da curva de adicédo padréo
(GCE).

A razéo entre os declives das duas curvas (1,8) confirma que os excipientes
presentes no farmaco analisado interferem com os resultados. Pode-se afirmar que o
método ndo é selectivo na andlise da CIP neste farmaco. Isto ndo permite o uso do
método da curva de calibragcdo para a quantificagdo de CIP no farmaco em estudo,

devendo-se utilizar o método da adi¢cao padrao.

3.2.2. Eléctrodo de carbono impresso (SPCE)

Depois de se estudar o comportamento da CIP com a célula voltamétrica classica,
pretendeu-se depois usar uma célula voltamétrica mais moderna, a SPCE, para se
comparar 0s resultados obtidos com células diferentes de modo avaliar qual a mais
adequada.

Dever-se-ia comecar com a optimizagcdo dos parametros da SWV, mas tal ndo foi
efectuado com vista a poupar o numero de células de SPCE a usar. Utilizou-se os valores
dos parametros optimizados anteriormente na célula classica. Caso ndo se conseguir-se

obter resultados da CIP entdo fazia-se novamente a optimizacao dos parametros.
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Comegou-se por realizar o estudo da linearidade entre a concentragéo da CIP e a
ir. De modo a encontrar-se esta relacéo linear foi analisado solu¢cdes com concentragdes
entre 1,00x10” e 7,00x10™° mol/L.

A resposta da ciprofloxacina tem uma tendéncia crescente com o aumento da
concentracdo até 4,0x10™° mol/L tendendo depois a estabilizar. A curva de calibracéo
linear é indicada na Figura 24.
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40,00 - y = 1322500,000x + 31,250
30,00 - r= 0,999
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Figura 24: Representacao da curva de calibracéo (SPCE).

O coeficiente de correlagéo obtido foi de 0,999, pelo que de facto se pode afirmar
que a resposta da ciprofloxacina é linear entre 1,0x10° mol/L e 4,0x10™° mol/L.

As caracteristicas da curva de calibracdo bem como os limites de deteccédo e
quantificac@o calculados a partir desta, sdo indicados na Tabela 8.

Na Figura 25 apresenta-se os voltagramas de onda quadrada obtidos na analise
de solugBes com concentracdes na gama de linearidade.

Na Tabela 24 Anexo | apresenta-se os célculos realizados para calcular o limite de
deteccdo e limite de quantificacao
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Tabela 8: Caracteristicas da curva de calibracdo para analise da CIP por SWV
(pH=3,04; f=400Hz; AEs=6,00mV; AE;=40,05mV) (SPCE).

Parametros Valores obtidos
Gama de Linearidade (x10° mol/L) 10,0-40,0
n 4
Coeficiente correlacéo 0,9990
Declive (MA.L/mol) 1322500
Erro do declive, Sy (WA.L/mol) 41940
Ordenada na origem (pA) 31,250
Erro da ordenada na origem, S, (LA) 1,03
Svix 9,38x10”
LOD (x10®° mol/L) 2,13
LOQ (x10® mol/L) 7,09

Comparando os resultados obtidos pelas duas células observa-se que a
sensibilidade é superior na célula SPCE, provavelmente devido a maior area do
eléctrodo.

Relativamente aos valores obtidos de LOD e LOQ para os dois tipos de células,
constata-se que estes sdo menores para a célula SPCE. A célula SPCE permite assim
detectar concentragbes mais baixas de CIP. No entanto ndo permite quantificar com

exactiddo concentracdes tao altas como as que se consegue com a célula classica.
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Figura 25: Voltamogramas obtidos na analise de CIP por SWV em tampao Britton-
Robinson (pH=3,04) na zona linear (SPCE) (f=400Hz; AEs=6,00mV; AE;=40,05mV).

Posteriormente para o estudo da repetibilidade e precisdo intermédia, as
concentragdes escolhidas da zona linear foram: 1,0x10°, 3,0x10® e 4,0x10™° mol/L. A
satisfacdo dos resultados foi avaliada através do desvio padrdo relativo, sendo este

parametro apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Avaliagdo da preciséo para a andlise da CIP por SWV (SPCE).

Concentracéo Repetibilidade (RSD%) Precisédo intermédia (RSD%)
(mol/L) (n=5) (n=3)
1,00x10” 1,11 0,85
3,00x10° 1,61 0,10
4,00x10” 0,59 0,21

Analisando a tabela, verifica-se que os desvios padrfes obtidos séo inferiores a
5%, pelo que se pode afirmar que os resultados obtidos utilizando o SPCE séo precisos.
De notar que a precisao intermédia € melhor que a repetibilidade.

Em relacdo a preciséo, esta € melhor para a SPCE em comparagdo com a célula
classica devido a eliminacdo da limpeza do eléctrodo de trabalho. Com base nisto

conclui-se que a célula de SPCE ¢é a célula mais adequada para a analise da CIP.
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Uma ideia que surgiu com o decorrer do trabalho experimental foi a rentabilizac&o
das células de SPCE. Caso se pode-se usar a mesma célula para mais do que um
ensaio, estar-se-ia a poupar nos custos associados as células.

Na Tabela 10 apresenta-se os valores obtidos da i da CIP usando a mesma
célula em ensaios sucessivos.

Tabela 10: Resposta da CIP usando a mesma célula (SPCE) em ensaios
sucessivos para uma dada concentragéo.

Concentracdo (mol/L) | ip(nA)
47,60
1,00x10° 34,80
30,60
79,90
3,00x10°
68,10

Pela andlise da Tabela 10 constata-se que a resposta da CIP vai diminuindo
sucessivamente, para uma dada concentracdo, ao usar sempre a mesma célula de

andlise. Conclui-se entao que ndo se pode reutilizar as células de SPCE

Nos ensaios de selectividade com célula SPCE manteve-se as concentracdes
utilizadas na célula classica: 5,00x10°; 1,00x10° e 1,50x10°, 2,00x10™ e 2,50x10™ mol/L.

A curva de calibragdo e a curva de adicdo padrao obtidas pela célula SPCE sdo
representadas na Figura 26, sendo os valores obtidos para a construcdo dessas curvas
apresentados na Tabela 26 e 27 do Anexo |.
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100,00 - y =1528571x + 53,64
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Figura 26: Representacdo da curva de calibracéo e da curva de adicao padréo
(SPCE).

A razdo entre as duas curvas (1,1) confirma que os excipientes presentes no
farmaco analisado néo interferem significativamente com os resultados. Pode-se afirmar
que o método € selectivo na analise da CIP neste farmaco. Isto permite o uso do método

da curva de calibracdo para a quantificacdo da CIP no farmaco em estudo.

No doseamento da CIP na formulacido farmacéutica (Ciprofloxacina 500 mg —
Ranbaxy) preparou-se solugbes da formulagdo farmacéutica de modo que as suas
concentragbes (1,5x10°; 2,5x10° e 3,5x10° mol/L) situassem dentro dos limites da
concentracdo da curva de calibrac&o (1,00x10° — 4,00x10™ mol/L). Estas solucdes foram
analisadas e com as intensidades de corrente do pico (Tabela 28 — Anexo I) foram
calculadas as concentracdes de CIP através da interpolacdo na curva de calibracao. O
valor rotulado (500 mg/comprimido) esta de acordo com o resultado obtido (514 + 20
mg/comprimido (n = 3)).
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3.3. Remediagéao

3.3.1. Interferéncia do permanganato potassio, peréxido de hidrogénio e manganés

Comecou-se por verificar se 0s sinais voltamétricos dos oxidantes podiam
interferir na i da CIP. Foram testados os oxidantes perdxido de hidrogénio e
permanganato de potdssio e o produto da reaccdo entre a CIP e o permanganato, o
manganés, pretendendo-se analisar a obtencdo de resposta dos compostos
isoladamente. O desejado era ndo obter sinal voltamétrico com o oxidante, para
posteriormente ndo interferir no sinal voltamétrico da CIP. O teste foi realizado com
concentragdes de cada composto de: 1,0x10° mol/L, 1,0x10™ mol/L e 1,0x10™ mol/L.

Nao é obtido nenhum sinal voltamétrico para as diversas concentracdes testadas
do perdxido de hidrogénio, permanganato de potassio e manganés. Isto pode significar
que nenhum composto interfere na resposta voltamétrica da CIP ou os oxidantes tém
uma zona de resposta diferentes da mesma gama de potencias da CIP.

Na figura seguinte apresenta-se um exemplo de voltagrama obtido para o
permanganato de concentrac&o 1,0x10™ mol/L.

0.23x10°

0.20x10%4
0181104
01521034

0.13x10°

iiA

0.10x10
0.08x107°
0.05x104

0.03x107

0700 0.800 0.900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400
Efv

Figura 27: Voltagrama do permanganato para a concentra¢éo de 1,0x10™ mol/L
(GCE).

Fernando Odeberto Gongalves Pereira
55



Analise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediagéo
3.3.2. Permanganato de potassio e peréxido de hidrogénio

Nesta fase do estudo pretendia-se seleccionar um oxidante que fosse capaz de
degradar o antibiético em estudo quando presente em solos. Os oxidantes a testar foram
0 permanganato de potassio e o perdxido de hidrogénio. Depois de analisados os
resultados obtidos, determinou-se o que poderia ser aplicado no solo.

Os ensaios foram realizados com a célula classica. A reaccdo entre o oxidante e a
CIP ocorre em meio &acido a pH 1, pois € neste pH que os oxidantes actuam melhor. No
entanto as leituras foram efectuadas a pH 6ptimo de 3,04, o que obrigou a um ajuste de
pH em cada leitura efectuada.

E esperado uma diminuicdo do sinal da CIP com o decorrer da reaccéo, sinal da
degradagdo do antibidtico devido & accdo do oxidante, até a CIP ser totalmente
degradada.

Os resultados obtidos com o peroxido de hidrogénio séo representados na Figura
28. As concentracbes de oxidante e CIP utilizadas foram 7,00x10-3 mol/L e 3,00x10™

mol/L, respectivamente.

40,00
30,00 A
ip(nA)

—o—Ensaio 1

20,00
—®— Ensaio 2

10,00 -

0,00 ]
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
tdecorrido (mm)

Figura 28: Resultados de peroxido de hidrogénio com célula classica.

Os resultados revelam que o perdxido de hidrogénio nédo é eficaz na degradacéo
da CIP. Ao longo da reacc¢éo, nos dois ensaios realizados, o sinal voltamétrico da CIP

varia ndo chegando a zero.
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Quanto ao permanganato de potassio foram testadas varias concentracdes do
oxidante, para depois se determinar qual a concentracdo que podera ser mais eficaz na
degradacéo da CIP. As concentracdes de permanganato foram: 1,00x10™, 1,00x10%,
6,00x10°, 7,00x10° mol/L. A concentracdo testada de CIP foi de 3,00x10“ mol/L. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Figura 29.

>0,007 ——1,00x10™ mol/L
40,00 —=— 1 00x10" mol/L
-3
|P(|JA) 30,00, 6,00X10 moI/L
7,00x10°> mol/L
20,00
10,004
0,00 — : ,

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

tdecorrido(mMin)

Figura 29: Resultados de permanganato de potassio com célula classica.

Os resultados obtidos mostram que a accdo de decomposi¢cdo do permanganato
depende da sua concentracdo. Para as concentracdes de oxidante 1,00x10“ mol/L e
1,00x10° mol/L, este ndo é eficaz na degradacdo da CIP. A concentracdo de
permanganato ndo é suficiente para conseguir decompor a CIP em compostos com
menores efeito prejudiciais que a CIP. Para as concentracdes 6,00x10°° mol/L e 7,00x107°
mol/L a reaccdo entre o oxidante e a CIP ocorre rapidamente levando ao
desaparecimento do antibiético em solucdo. Prova-se que o permanganato € um oxidante

possivel de usar posteriormente em ensaios com solo contaminado com este antibiético.

3.3.3. Ensaios com solo humico/areia

ApOs constatacdo que 0 permanganato é um oxidante adequado para a
degradacéo da CIP, pretendeu-se na remediacdo, avaliar se essa mesma constatacao se
verifica num solo contaminado com esse mesmo antibiético. Os ensaios foram realizados

com célula classica, porque é necessario em cada leitura adicionar a amostra solucao
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tampdo para a andlise ser realizada a pH 3,04. Nas células SPCE néo é possivel essa
mistura, facto que levou a usar as células classicas nos ensaios.

Num primeiro ensaio a concentracéo de CIP foi de 1,00x10°. A concentracéo de
permanganato de potassio e o volume adicionado ao solo € constante em todos o0s
ensaios realizados. Na Tabela 11 apresenta-se as condi¢des experimentais do primeiro

ensaio.

Tabela 11: Condicdes experimentais do primeiro ensaio com célula classica.
Concentracdo (mol/L) | Volume adicionado ao solo (mL)

CIP 1,00x10° 0,200
Permanganato 6,00x10° 20,00

Juntamente com os 0,200mL de CIP adicionada ao solo, é também adicionado 1,8mL de
agua desionisada.
O resultado da resposta da CIP é representado na Figura 30.

0.11x10%8
0.10%10-%
0.09x1073
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Figura 30: Voltagrama da CIP no primeiro ensaio realizado (tempo decorrido=5min).

Constata-se que nao existe resposta da CIP. Este facto podera ter trés
explicacdes: a CIP poderd ficar adsorvida no solo e ndo passar para a fase liquida néo
sendo depois detectada aquando da analise por SWV; a reaccdo entre a CIP e o
permanganato é muito ripida j& ndo sendo detectada apds 5min de reaccao; utilizou-se

uma concentracdo de CIP demasiado baixa. Neste caso a quantidade adicionada de CIP
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poderd ser baixa, o que leva a uma rapida degradacgéo. Posteriormente realiza-se uma
série de ensaios com o objectivo de se perceber qual das explicacdes se aplica.

De seguida realizou-se um novo ensaio, desta vez aumentando a concentragéo
de CIP para 1,5x10™ mol/L, correspondendo a 3,00mL de CIP adicionada ao solo. Em
vez de se adicionar 20,00mL de oxidante adicionou-se 20,00mL de &gua desionisada. Na
Figura 31 representa-se o voltamograma do ensaio.

0101077

0.00x107

0.08x10°

0.07x10°%

ifA

0.06x10-%

0.05x10%

0.04x107%4
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0.02010°
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Figura 31: Voltamograma obtido no ensaio realizado no solo .

O resultado obtido mostra que ndo se continua obter resposta da CIP. A
explicagdo ndo € a quantidade insuficiente de CIP adicionada ao solo, mas podera ser o
facto de o antibiético ser adsorvido pelo solo, ndo sendo depois detectado na fase liquida.

Para se tirar as duvidas realizou-se 0 mesmo ensaio, mas substituindo o solo
hamico por areia. A razdo da utilizacdo de areia deveu-se ao facto de a areia ndo conter

matéria organica capaz de adsorver a CIP. O resultado obtido apresenta-se na Figura 32.
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Figura 32: Resultado do ensaio realizado com aplicagcdo em areia.

A obtencdo de resposta da CIP no ensaio prova que a areia ndo adsorve a CIP.
Fazendo uma analogia com o ensaio realizado no solo humico, pode significar que o solo
podera adsorver a CIP, ndo permitindo que esta passe para a fase liquida. Isto faz com
que ndo se detecte sinal voltamétrico da CIP aquando da andlise por SWV. Outro
significado para a ndo obtencédo de resposta da CIP no ensaio no solo podera ser a
adsorcdo desta por parte do solo no inicio da reaccdo, sendo que apds a adicdo do
permanganato, a CIP podera ser destruida por ac¢ao do oxidante. No entanto ndo temos
como comprovar estes factos.

A seguir realizou-se um ensaio em areia adicionando agora o oxidante ao meio

numa concentracao de 6,00x10"° mol/L. O resultado obtido é apresentado na Tabela 12.

Tabela 12: Ensaio realizado em areia adicionando-se permanganato.

Tempo decorrido (min) | ip (MA) | Concentracdo CIP (mol/L)
0 7,49 1,50x10™
1,5 7,53 6,29x10°
6,0 0 0

O valor referente a iP para t=0 é apenas uma estimativa. E calculado através da
equacao da recta, representando apenas as duas restantes medic¢des efectuadas.
De seguida é feita uma representacao gréafica, Figura 33, para melhor visualizacédo

da tendéncia da concentracdo ao longo do tempo de reaccéo.
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Figura 33: Representacéo da evolucéo daip em funcdo do tempo de reacgao
decorrido.

Analisando a figura exposta, constata-se uma rapida diminui¢cdo da ir da CIP ao
longo do tempo, significando que a CIP é degradada rapidamente por acg¢do do
permanganato. Conclui-se que 0 permanganato € um oxidante adequado para a
degradacdo da CIP em meios contaminados com este antibiotico, desde que esse meio

ndo absorva a CIP.
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4. Conclusao

O produto farmacéutico seleccionado foi um antibiético, a ciprofloxacina, sendo
um dos antibi6ticos mais vendidos em 2007 em termos de nimero de embalagens.

O estudo da ciprofloxacina foi realizado pela técnica de voltametria de onda
guadrada. Foram testados dois tipos de células de voltametria: uma célula classica e uma
SPCE. Para o sistema funcionar € necessério introduzir uma série de parametros,
parametros esses que foram primeiramente optimizados para depois servir de base para
0S ensaios a realizar. Os valores dos parametros optimizados foram: pH (3,04),
frequéncia (400Hz), incremento de potencial (6,00 mV) e amplitude do impulso de
potencial (40,05 mV).

Os resultados da linearidade obtidos mostram uma gama mais estreita e de
valores mais elevados para a célula SPCE, provando uma maior eficacia deste tipo de
célula comparativamente com a célula classica. Um factor que explica a diferenca de
valores entre as duas células é a limpeza do eléctrodo de trabalho. No caso da célula
classica foi necessario efectuar a limpeza manual do eléctrodo de trabalho depois de
cada leitura. Sendo a limpeza manual, ndo se consegue efectua-la da mesma maneira
para todas a s leituras, facto esse que provocou um certo erro nos resultados obtidos.

Analisando os resultados obtidos da repetibilidade e precisdo intermédia, consta-
se que pela célula classica ha uma maior dificuldade em obter resultados concordantes
para uma mesma concentragdo de ciprofloxacina. Existe alguns ensaios que s&o
desprezados, pois para se obter cinco ensaios concordantes foi necessario realizar, na
maioria dos casos, seis a sete ensaios. Este facto prova que a repetibilidade deste tipo de
célula ndo é muito boa. Outro argumento que prova que a repetibilidade nédo é boa é o
facto de o desvio padréo relativo dar superior a 5%. Relativamente & precisédo intermédia,
esta também ndo é aceitavel uma vez que o desvio padrao relativo também deu superior
a 5%. Quanto a célula SPCE, obteve-se uma boa repetibilidade e precisdo intermédia
pois os desvios padrdes relativos obtidos foram baixos, estando abaixo dos 5%. Conclui-
se assim que os resultados obtidos com a célula SPCE foram precisos, sendo esta célula
a mais adequada na a analise da ciprofloxacina.

No decorrer do estudo, para a célula de SPCE, tentou-se saber se era possivel
usar uma mesma célula de analise em sucessivas leituras para assim se poder reduzir 0s
custos associados a aquisicdo do equipamento. Chegou-se a conclusao que cada leitura
tem de ser feita com células diferentes. Ao serem usadas apenas uma vez as células de

andlise eliminam o erro associado a sua limpeza de eléctrodo de trabalho, levando depois
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a resultados mais fiaveis na obtencdo da resposta da ciprofloxacina, pois todas as
leituras sdo realizadas nas mesmas condicoes.

Os resultados obtidos no estudo quanto a voltametria de onda quadrada séo
satisfatorios. A ilagdo que se pode tirar € que a técnica de voltametria de onda quadrada
é possivel de aplicar na pesquisa da ciprofloxacina. E uma técnica de facil aplicacéo e
com tempos de resposta rapidos. Em termos de tipo de célula, provou-se que com a
célula SPCE se obtém melhores resultados. Observou-se que os valores obtidos da
resposta da CIP sdo mais precisos na célula SPCE, pois existe um menor nimero de
factores capazes de influenciar os resultados nesta célula. Provou-se assim que a célula
SPCE é uma célula mais eficaz e fiavel do que a célula classica. As células SPCE séo as
células voltamétricas mais indicadas para situagbes em que a ciprofloxacina esteja
presente em peguenas quantidades, pois com este tipo de célula consegue-se detectar
CIP em concentracdes mais baixas do que com as célula classica. Isto é provado com a
obtencé@o de menor valor de LOD nas células SPCE.

Depois de realizado o estudo, pode-se agora fazer uma breve comparacdo com
0s estudos realizados ao longo dos anos com a CIP. Analisando-se a gama de
concentracdes obtidas com as células SPCE (célula mais eficaz) entre o LOD (2,13x10°
®mol/L) e o LOQ (7,09x10°mol/L), verifica-se que é uma gama mais alargada do que o
estudo realizado por Reverte S., Borrull F., Pocurull E. e Marce R. M. Analisando o0s
estudos ja realizados, verifica-se que sao obtidos limites de detec¢cédo e de quantificacéo
menores do que o obtido neste estudo com voltametria. Constata-se que a voltametria de
onda quadrada permite quantificar com precisdo maiores concentracdes de CIP do que
com os restantes métodos analiticos ja estudados.

No entanto, em termos de custos associados, a célula SPCE tem um custo maior.
Isto porgue, como uma célula de analise SPCE s6 da para utilizar para uma leitura
apenas, para realizar o estudo em causa sdo necessarias bastantes células de analise.
Neste estudo foram necessarias cerca de 250 células SPCE. Para se ter uma ideia, cada
célula SPCE custa a volta de 1,50€. Por seu lado, uma célula classica pode ascender aos
375€ mas tem um tempo de vida longo. Pode ter um tempo de vida de um ano,
permitindo a sua utilizacdo em varios estudos a realizar. A escolha da célula de analise
depende do grau de rigor pretendido nos ensaios a realizar (ex.: ensaios sO para se
verificar como funciona a técnica em estudo, ensaios com a finalidade de publicacao,
etc.) e do fim a que se destina os ensaios (ex.: teste laboratorial, estudo cientifico,

amostragem industrial, etc.).
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Recorrendo as células SPCE foi possivel realizar o doseamento da formulagao
farmacéutica pelo método da curva de calibracdo, para a quantificacdo de ciprofloxacina
no farmaco em estudo, pois a razéo entre o declive da curva de calibracdo e a curva de
adicdo padrdo foi praticamente igual a 1, confirmando o0s excipientes presentes no
farmaco analisado nao interferem com os resultados. O valor rotulado (500
mg/comprimido) esta de acordo com o resultado obtido (514 + 20 mg/comprimido). Ja
com a célula classica nado foi possivel a utilizacdo do método da curva de calibracdo para
a quantificac@o de ciprofloxacina pois a razéo entre os declives das duas curvas (1,8) é
consideravelmente superior a 1. Deve-se utilizar o método da adicdo padrao.

Na determinacdo do oxidante mais eficaz na degradacdo da ciprofloxacina, os
resultados obtidos mostram diferengas entre os dois oxidantes testados: o perdxido de
hidrogénio e o permanganato de potassio. Pretende-se determinar qual o mais adequado,
para depois realizar ensaios no solo com o objectivo de testar a sua capacidade de
tratamento. Para o peroxido de hidrogénio os resultados obtidos foram inconclusivos,
prevendo-se que este oxidante ndo seja eficaz na degradagéo da ciprofloxacina. No caso
do permanganato de potassio, 0s resultados mostram que a degradacdo da
ciprofloxacina depende da concentracdo do oxidante. Conclui-se que a partir de 6,00x10°
mol/L em permanganato a ciprofloxacina foi rapidamente degradada, isto para uma
concentracao de ciprofloxacina de 3,00x10™* mol/L.

Relativamente a aplicacdo do permanganato de potassio, realizou-se uma série
de ensaios alterando as variaveis concentracdo de ciprofloxacina (1.00x10° e 1,50x10
mol/L) e meio contaminado com ciprofloxacina (solo humico e areia). Dos resultados
obtidos foi possivel concluir que a ciprofloxacina é adsorvida pelo solo ndo passando
para a fase liquida, ndo sendo depois detectada aquando da andlise por voltametria de
onda quadrada. A solucdo é usar um solvente organico capaz de extrair o antibiético do
solo. No entanto este solvente pode interferir com o sinal voltamétrico da ciprofloxacina.
Tem que se seleccionar qual o solvente mais adequado para este estudo e realizar nova
optimizagdo de paradmetros. Contudo isto ndo foi efectuado devido ao cumprimento do
prazo de entrega deste estudo. No entanto podera ser um bom inicio para um estudo

futuro.
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5. Estudos Futuros

e Um estudo que se pode realizar no futuro é estudar um solvente organico capaz
de extrair a ciprofloxacina do solo, para depois ser possivel a degradacdo do

antibiético com um oxidante. Uma solucao é utilizar uma extrac¢ao sélido-liquido;

e Outro estudo que se pode realizar € a aplicacdo de outra técnica na monitorizagao
da ciprofloxacina. Por exemplo, pode ser usada a cromatografia liquida pois é
uma técnica bastante utilizada na analise da ciprofloxacina, como se prova pelos

artigos apresentados na seccao 1.3;

e Utilizacdo de um método electroquimico de remediacao;
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Anexos

Anexo | — Resultados da Optimizacao e Validacao

Preparacado da solucdo mée de ciprofloxacina
Mpesada=0,0335¢

© 0.03335

n= =1.00652*10* mol
331.34

~1.00652*10°*

cPp = — =1.00652*10*mol / L
100.00*10

Reagentes e solu¢cdes dos tampdes de pH.

Na Tabela 15 apresenta-se a composicao das solucdes constituintes dos tampdes

de pH.

Tabela 15: Composicdo das solucdes para a preparacao das solucdes tampéo de

Britton-Robinson.

Constituintes | Concentragdo (mol/L) | Quantidade
Solugéo acida (Vfinal=2L)

CH3;COOH 0,16 9,17mL
HsPO, 0,16 10,788mL
H3BO; 0,16 9,893¢g

Hidréxido de sédio
NaOH 0,8 89/250mL

Nitrato de potassio

KNO; 1,34

33,879/250mL
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Optimizacéo do pH

Na Tabela 16 seguinte apresenta-se os valores de Ep e ip para cada valor de pH testado.

Tabela 16: Ep e ip média para cada pH.

Tampéo pH | Ep(V) | ip (WA) | Epmédio (V) | ipmédia (HA)
1,168 4,17
1,78 1,166 5,15
1,163 6,13
1,153 5,09
2,30 1,151 6,23
1,148 7,37
1,333 7,29
3,04 1,231 7,41
1,128 7,52
1,078 4,58
4,06 1,060 6,49
1,042 8,40
1,078 4,55
4,29 1,053 6,71
1,027 8,87
1,012 1,53
4,29 Branco 1,012 0,836
1,012 0,694
1,113 3,09
4,96 1,060 4,49
1,007 5,88
1,007 2,18
5,88 0,972 2,32
0,937 4,29
0,942 1,40
6,75 0,912 2,32
0,881 3,24
0 0
6,75 Branco 0,811 0,428
0,811 0,428
0,891 1,21
8,17 0,854 3,41
0,816 5,61
0,916 0,992
8,17 Branco 0,901 0,951
0,886 0,909
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Optimizacao da frequéncia

Para cada f foi determinada a i» da CIP 1,0x10° mol/L. Os valores obtidos s&o

apresentados na tabela seguinte.

Tabela 17: ir da CIP para cada valor de f.

Fernando Odeberto Gongalves Pereira

f(Hz) ip (LA) ip média (HA)

10 3,50 3,00
2,60

20 3,90 4,10
4,20

30 5,60 5,90
6,20

40 10,0 8,80
7,10

50 9,00 7.80
6,60

60 7,60 7,60
7,60

70 6,90 7,30
7,70

80 9,60 9,20
8,80

100 9,26 9,34
9,41

120 11,3 10,9
10,5

140 10,7 10,6
10,4

160 12,3 12,6
12,8

180 12,9 12,8
12,6

200 13,7 13,2

73



Andlise Voltamétrica da Ciprofloxacina — Aplicacdo a Medicamentos e a Remediacgéao

12,7

220

14,4

15,5

15,0

230

14,7

13,5

14,1

240

16,4

16,1

16,3

260

14,8

16,3

15,6

280

16,3

16,1

16,2

290

17,4

17,5

17,5

320

21,7

19,5

20,6

350

25,2

26,3

21,5

24,3

400

25,3

18,6

24,8

29,4

24,5

450

25,6

23,8

24,7

500

29,9

20,8

25,4

550

23,0

21,1

22,1

600

26,2

25,5

25,9

650

22,3

24,8

23,6
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Optimizacao do incremento de potencial

Para cada valor de AEs foi determinada a ir da CIP 1.0x10° mol/L. Os resultados

obtidos sé@o apresentados na tabela seguinte.

Tabela 18: ir da CIP obtidas para cada valor de AEs.

AEs (mV) | ip (MA) | ip média (MA)
1,05 7,12 7.85
8,57
1,95 10,7 11,0
11,2
3,00 15,1 14,2
13,3
4,05 14,8 14,3
13,8
4,95 26,6 25,6
24,6
28,3 29,0
6,00
29,6
27,7 28,6
7,05
29,4
26,8 25,7
7,95
24,5
232
9,00 24,2
25,1
26,4
10,05 25,8
25,2
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Optimizacdo da amplitude do impulso do potencial

Os resultados obtidos na optimizagdo da amplitude estdo representados na
Tabela 19.

Tabela 19: ir- da CIP obtidas para cada valor de AE.

AEs (V) | ip (MA) | ip média (UA)

4,950 5,800 5,700
5,600

10,05 12,00 11,35
10,70

15,00 13,70 15,20
16,70

25,05 23,70 23,60
23,50

30,00 20,80 21,25
21,70

34,95 23,90 23,60
24,50

40,05 24,30 26,85
29,40

45,00 34,90 33,45 W
32,00

49,95 27,20 28,00
28,80

55,05 27,80 26,50
25,20

60,00 25,20 27,55
29,90

64,95 36,20 39,10 ¥
42,00

75,00 27,90 30,50
33,10
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@ _ A i, média do pico da CIP para os respectivos valores de AE, ndo seguem a
tendéncia dos restantes valores. Pode ter ocorrido alguns erros experimentais

para estes valores de AEp.

Linearidade por GCE

Os resultados obtidos do estudo da linearidade sao apresentados na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados obtidos da linearidade da CIP por célula classica.

Concentracéao . o .
_ Vpadrdo | Vadicionar | Concentragao _ o
pretendida ip (LA) ip média (uUA)
(ML) (ML) exacta (mol/L)
(mol/L)
. 5 N&o se obtém
5,00x10 5 4,998x10 _
sinal
5,240
1,00x10° 10 5 9,990x10”’ 6,030
6,820
. ] 8,040
5,00x10° 50 40 4,975x10 6,150
4,250
8,230
1,00x10° 101 51 9,999x10° 8,150
8,070
15,50
2,00x10° 204 103 1,999x10° 14,25
13,00
16,70
3,00x10°® 309 105 2,997x10° 17,75
18,80
18,00
4,00x10°® 417 108 4,003x10° 19,30
20,60
] ] 21,10
5,00x10 526 109 4,997x10 23,25
25,40
27,00
6,00x10° 638 112 5,997x10° 27,35
27,70
28,90
7,00x10° 753 115 7,003x10° 27,20
25,50
8,00x10° 870 117 8,004x10° 26,30 24,80
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23,30
25,70
9,00x10° 989 119 9,000x10° 26,85
28,00
. . 33,20
1,00x10 1111 122 9,999x10 31,75
30,30
) ) 33,80
1,10x10 1236 125 1,100x10 31,70
29,60
) . 33,50
1,20x10 1364 128 1,200x10 33,00
32,50
) . 34,50
1,30x10 1494 130 1,300x10 34,30
34,10
. . 31,20
1,40x10 1628 134 1,400x10 30,05
28,90
) ) 42,60
1,60x10 1905 277 1,600x10 45,85
49,10
) ) 40,20
1,80x10 2195 290 1,800x10 39,30
38,40
. . 41,00
2,00x10 2500 305 2,000x10 42,20
43,40

O Vadicionar representa a diferenca de volume necesséria a adicionar para se ter

a concentracao pretendida.
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Limite de deteccéo e limite de quantificacédo por GCE

Tabela 21: Célculo do limite de detecc¢éo e de quantificacdo por célula clédssica.

X y X" 2 (x-med)"2
Ccp (Mol/L) iy (A)
1 5,000E-06 | 6,150E-06 2,50E-11 6,612E-10
2 1,000E-05 | 8,150E-06 1,00E-10 4,291E-10
3 2,000E-05 1,425E-05 4,00E-10 1,148E-10
4 3,000E-05 | 1,775E-05 9,00E-10 5,102E-13
5 4,000E-05 | 1,930E-05 1,60E-09 8,622E-11
6 5,000E-05 | 2,325E-05 2,50E-09 3,719E-10
7 6,000E-05 | 2,735E-05 3,60E-09 8,577E-10
soma= 2,150E-04 1,162E-04 | 9,125E-09 2,521E-09
X med.= 3,07E-05 correl= 0,9903
stdev slope (sp)= 0,02336 A L/mol slope(b)= 0,3713 A L/mol
stdev intercept _
9,979E-07 intercept(a)=| 5,195E-06
(Sa)= A A
Syn= 1,17296E-06
LOD= 9,48E-06 Miller
LOQ= 3,16E-05
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Repetibilidade / Preciséo intermédia por GCE

Tabela 22: Resultados da repetibilidade e precisédo intermédia por célula classica.

Dia realizaciio de ensaios
4 Junho 9 Junho 15 Junho
Concentracio | ip (uA) ip média ir (nA) ip média ir (nA) ir média

(M) (na) (1) (na)
11,20 12,50 13.80
11,10 12.20 12.90

1.00x107 11,30 1134 12,70 1232 13.80 13.80
11,50 12.20 15,70
11,60 12,00 12.80
19.20 2140 17,20
18,10 20,10 2040

3,00x107 21,00 19.66 21.10 21.32 19.00 18,78
20,90 22,10 1910
19.10 2190 18.20
28,00 23.20 22.50
28,60 2500 24 80

5,00x107 26,10 26,76 26.30 2536 2340 23,66
24,30 26,10 2390
26,80 26.20 23.70

Adicéo padrao por GCE

Os resultados obtidos para a curva adicdo padréo séo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23: Resultados da curva de adi¢cédo padréo por GCE.

Concentracgéo CIP (mol/L) ip(MA) i, média(pA)

11,90

0 12,80
13,70

5,00x10°® 15,20 15,20
18,60

1,00x10° 19,15
19,70
22,60

1,50x10° 22,80
23,00
26,40

2,00x10° 26,70
27,00
28,00

2,50x10° 28,90
29,80
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Limite de deteccéo e limite de quantificacdo por SPCE

Tabela 24: Limite detecc¢&o e de quantificagéo por SPCE.

X y X" 2 (x-xmed)"2
Cci (Mol/L) -ip (A)
! 1,000E-05 | 4,380E-05 1,00E-10 2,250E-10
2 2,000E-05 | 5,840E-05 | 4,00E-10 2,500E-10
3 3,000E-05 | 7,155E-05 | 9,00E-10 2,500E-10
4 4,000E-05 | 8,350E-05 1,60E-9 2,250E-10
soma= 1,000E-04 | 2,573E-04 | 3,000E-9 5.000E-10
x med.= 2,50E-05 correl= 0,9990
stdev slope (sp)= 0,04194 A L/mol slope(b)= 1,3225 A L/mol
stdev intercept .
1,027E-06 intercept(a)=| 3,125E-05
(Sa)= A A
Syx= 9,37750E-07
LOD= 2,13E-06 Miller
LOQ= 7,09E-06
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Repetibilidade / Precisao intermédia por SPCE

Tabela 25: Resultados da repetibilidade e precisédo intermédia por SPCE.

Dia realizacdo de ensaios
26 Junho 30 Junho 1 Julho
Concentragdo | ip (HA) ip média ip (MA) ip média ip (MA) ip média

(mol/L) (HA) (HA) (HA)
47,60 47,30 48,20
47,10 47,63 49,00

1,00x10° 49,00 48,00 47,70 47,56 48,70 48,36
48,50 47,65 47,60
46,90 47,51 48,30
79,50 77,30 76,85
77,40 77,50 77,20

3,00x10° 77,80 78,34 77,80 77,48 75,00 76,55
78,50 77,20 77,20
78,50 77,58 76,50
87,20 86,12 87,10
86,30 86,22 86,50

4,00x10° 85,90 86,48 86,30 86,31 86,30 86,68
86,00 86,43 85,70
87,00 86,48 87,80
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Adicéo padrao por SPCE

Os resultados obtidos para a curva de calibragdo sdo apresentados na Tabela 26:

Tabela 26: Resultados da curva de calibragéo por SPCE.

Concentragéo CIP (mol/L) ip(MA) i, média (pA)
1,00x107 43,80 43,80
2,00x107 58,40 58,40
70,00

3,00x10° 71,55
73,10

4,00x10° 83,50 83,50

De seguida foi adicionada uma quantidade conhecida da formulagéo farmacéutica.

Os resultados obtidos da resposta da CIP sao apresentados na tabela seguinte.

Tabela 27: Resultados da curva de adi¢gdo padrédo por SPCE.

Concentragao CIP (mol/L) ip(MA) i, média (nA)

52,50

0 53,20
53,80
59,80

5,00x10°® 61,50
63,20
68,90

1,00x10° 70,10
71,30
76,60

1,50x10° 76,10
75,60
84,30

2,00x10° 83,25
82,20
94,80

2,50x10° 92,40
90,00
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Doseamento por SPCE

Tabela 28: Resultados obtidos de iP da CIP nos ensaios de doseamento.

Concentragédo (mol/L)

1,50x10™ | 2,50x10” | 3,50x107
ip média (pA)
Ensaio 1 52,4 64,3 80,8
Ensaio2 48,2 64,1 80,2
Ensaio 3 51,1 66,7 81,4
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Anexo Il - Resultados da Remediacgéo

Preparacdo das solucbes mae de peroxido de hidrogénio, permanganato de

potassio e manganés

Pretendia-se preparar solu¢des dos dois oxidantes a serem testados, peréxido de
hidrogénio e permanganato de potassio, e uma solu¢do de ido manganés de
concentracdo 1,0x102mol/L para todas as solucdes.

De seguida apresenta-se 0s calculos necessarios para a preparacdo das
solugdes.

Peroxido de hidrogénio, H,O,

H 202 30% - 309 H,0, /1OOgsolugéo

Mm=34.01g/mol
d=1.11

d=" 1112199 .\ _g000L
Vv Y

m 30
c_N_Mm__ 3401
V. V  90.09x10°°

=9,79mol /L

Para preparar uma solucdo de C=1,0x10?mol/L:

CixVi =Cf xVf <9.79xVi =1.0x10"7 x100.00x10® < Vi =1021
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Permanganato de potassio, KMnO,4

Para a preparacdo da solucdo de KMnO, partiu-se de uma solugdo anteriormente
preparada de concentra¢do 0,020mol/L. Para preparar a solu¢do de 1,0x10?mol/L:

CixVi=Cf xVf < 0.020xVi =1.0x1072 x100.00x107° < Vi =50mL

Manganés, MnCl,.4H,0

Para preparar esta solucdo partiu-se do cloreto de manganés tetra hiidratado de
Mm=197,91 g/mol. Para preparar a solucdo de 1,0x10?mol/L:

m m
c=Mm 105102 =-—21979L . 1m_0197919
v 100.00x10"

Mpesada0,197799g

0.19779

exacta = Lgl?; = 9994 X1073 mOI / L
100.00*10°
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Ensaios com o permanganato de potassio.

A concentracdo CIP usada foi de 3.0x10° mol/L. Os resultados dos ensaios s&o
apresentados na Tabela 29.

Tabela 29: Ensaios realizados com permanganato (C¢;p=3,0x10° mol/L).

Ensaiol Ensaio2
Tempo decorrido (min) | ip (MA) | Tempo decorrido (min) | ip (LA)
2 0,00 1 3,32
5 0,00 6 0,00
11 0,00 10 0,00
42 0,00 15 0,00
43 0,00

Depois optou-se por mudar a concentra¢do da CIP para 4,0x10™° mol/L para ver se esta
se degrada tdo rapidamente como nos ensaios anteriormente realizados. Os resultados

obtidos sé@o apresentados na Tabela 30.

Tabela 30: Ensaio com permanganato (Ccp=4.0x10°mol/L).
Tempo decorrido (min) | ip (UA)

1 14,10
4 0,00
8 0,00
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Ensaios com o peréxido de hidrogénio.

A concentracdo CIP usada é de 3,0x10®° mol/L. Os resultados dos ensaios S&0

apresentados na Tabela 31.

Tabela 31: Ensaios realizados com peroxido (Cciprofloxacina=3,0x107

mol/L).
Ensaiol Ensaio2

Tempo decorrido (min) | ip (MA) | Tempo decorrido (min) | ip (MA)
8 13,00 6 19,50

21 21,60 12 23,20

26 26,70 18 22,70

38 22,40 26 36,70

52 17,90 30 19,60

65 27,20 36 15,20

74 35,20 47 21,10

84 35,10 54 29,50

65 27,80

80 13,00

93 17,70

99 21,00
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Anexo lll - Ficha seguranca da CIP

Tabela 32: Ficha seguranca do antibiético em estudo, a CIP.

1. IDENTIFICAGAO DA SUBSTANCIA/PREPARAGAO E DA SOCIEDADE/EMPRESA

Nome do produto ¢ Ciprofloxacin
Refertéincia do Produto ¢ 17850

Marca i Fluka

Companhia . Sigma-Aldrich Quimica SA

Apt Comeos 161
P-2810 ALCOBENDAS-MADRID

Telefone o #3251 1-661-9977
Mumers de Fax ¢ +351 1-661-8642
Munero de Telefone de o +44-{0)-208 7E2 B322
Emergéncia

Email enderago o euntechservi@sial com

2. IDENTIFICAGAO DOS PERIGOS

Esta substancia ndo & classificada como perigoza de acordo com a Direcliva 67/548/CEE.

3. COMPOSIGAO/INFORMAGAD SOBRE 08 COMPONENTES

Sindnimos . Ciprobay
Formula 0 Cq7H1gFN303
Feso molecular ¢ 331,34 gimal
[N* CAS " [nNo. CE [Mo. de Index | Classificacio ) [ Concentragao
| Ciprofloxacin hydrochloride |
[85721-33-1 [- I . ] [-
4. PRIMEIROS SOCORROS
Se for inalado

Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco, Se ndo respirar, aplicar a respiragao artificial,

No caso dum contacto com a pele
Lavar com sabfio e muita agua

Mo caso dum contacto com os olhos
Lavar os olhos com dgua como precaugio.

Se for engolido
Munca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com Agua

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios adequados de extingdo _
Utilizar dgua pulverizada, espuma resistente ao dleoel, produto quimico seco ou didxide de carbano,

Equipamanto especial de protecgdo a utilizar pelo pessoal de combate a inclr_ldin
Usar equipamento de respiragio autdnomo para combate a incéndios, se Necessaro.
Fluka - 17850 waW. sigma-aldnch.com Pagina 1 af 4
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6. MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
Precauc¢des individuais
Evitar a formacao de poeira.

Precaucgdes ambientais
N&o permitir a entrada do produto no sistema de esgotos.

Métodos de limpeza
Varrer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes fechados adequados, para eliminagao.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM

Manuseamento
Providenciar uma adequada ventilagio em locais onde se formem poeiras. Medidas usuais de protecgao
preventiva contra incéndio.

Armazenagem
Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado. Armazenar em local fresco.

—_— — _— —
8, CONTROLO DA EXPOSICAQ/PROTECGAQ PESSOAL

Protecgéo individual

Protecgao respiratéria

Nao é necessaria protecgao respiratoria. Se desejar protecgdo contra niveis de po incomodativos, use
mascaras de po do tipo N95 (E.U.A.) ou do tipo P1 (EN 143). Use respiradores e componentes testados e
aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U.A.) ou CEN (UE).

Protecgao das maos
Para um contacto prologado ou repetitivo pér luvas de protecgao.

Protecgao dos olhos
Oculos de seguranga

Medidas de higiene
Pratica geral de higiéne industrial,

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Aspecto
Estado fisico po
Cor amarelo daro
Dados de seguranga
pH 30-45
Ponto de fus@o dados nao disponiveis

Ponto de ebulicao
Ponto de inflamagdo

dados nao disponiveis

dados nao disponiveis

Temperatura de dados ndo disponiveis
ignicdo
Limites de explosdo, dados ndo disponiveis
inferior
Limite de explosao, dados ndo disponiveis
superior
Hidrossolubilidade dados ndo disponiveis
Fluka - 17850 www.sigma-gidrich com Pagina 2 of 4
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10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE

Estabilidade em armazenamento
Estavel sob as condigies recomendadas de armazenamento,

Matérias a ovitar
Agentes oxldantes forles

Produtos de decomposigio perigosos
Produtos perigosos de decomposicio formados durante os incéndios. - Oxidos de carbono, dxidos de azoto

(ND). Acide fluoridrico

11. INFORMAGAO TOXICOLOGICA

Toxicidade aguda
DLSO Cral - ratazana - = 2.000 mg/kg

DLS0 intravenoso - ratazana - 207 mgikg
Observagbes: Comportamento; alteragées do ciclo de sono (incluindo alteragbes no reflexo geral de postura)

Comportamento: Sonoléncia (diminuigio da actividade geral)

Irritagéo ou corrosdo

dados nao disponiveis

Sensibilizagio

dados ndo disponiveis

Exposicio cronica

IARC: Menhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% &
identificado como carcinogénio provavel, possivel ou confirmade pelo IARC.

Genotoxicidade in vitro - Humana - linfocita
Danificago do DNA

Genotoxicidade in vitro - Humana - linfécito
Sintese ndo prevista de DA

Genotoxicidade in vitro - Hamster - Pulmbes
Teste do micronlcleo

Genotoxicidade in vitro - Hamater - Pulmbas
Andlises citogenéticas

Genotoxicidade in vivo - rato - intraperitoneal
Andlises citogenéticas

Genotoxicidade in vivo - rato - intraperitoneal
Troca de cromatidecs homdlogos

Efeitos potencials sobre a salde
Inalagdo Pode ser perigoso se for inalado. Pode causar uma imitagdo do aparelho
respiratonio,
Pela Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Pode causar uma imitagio da pele,
Olhos Pode causar uma iritagio dos olhos,
Ingestio Pode ser perigoso se for angolido,

Infarmagdo adicional
RTECS: VB19593800

12, INFORMAGAO ECOLOGICA

Informagéo sobre eliminagio (persisténcia e degradabilidade)
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