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RESUMO: Voltamogramas de redissolu¢do catodica de cefaloglicina em meio acido exibem uma
unica onda de redugdo em potenciais proximos da descarga do eletrolito (-1.0 V). Entretanto, o
farmaco pode ser determinado indiretamente em meio alcalino (pH 10) através do complexo
formado entre cefaloglicina e Hg(I) gerado na superficie do eletrodo sob potencial de acimulo
positivo (E,. = +0.20 V). Uma curva de calibragéo linear no intervalo de 0.122 a 1.22 mg/mL foi

obtida para cefaloglicina em tampao B-R pH 10 utilizando-se tempo de acumulo de 30 seg e
potencial de acamulo de +0.20 V. O método mostra alta reprodutibilidade e sensibilidade com

desvio padrio relativo de 1,4 % para 5 determinagdes de 5x10~7 mol/L de cefaclor e limite de
deteccao de 5,17 ng/mL.
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Introducio
Cefalosporinas sdo o maior grupo de antibidticos b-lactimicos usados na clinica médica. Sao ativos
contra um grande espectro de infecgcdes bacterianas, cuja acdo baseia-se na inibicdo da

transpeptidase, enzima envolvida na sintese da parede celular bacteriana.® Estes compostos sdo
caracterizados por uma estrutura contendo um anel b-lactamico condensado a um anel
diitrotiazinico. Alteracdes nas cadeias laterais, através da introducdo de diferentes substituintes no

C; e C,, sdo responsaveis por conferir ao farmaco, caracteristicas distintas quanto a atividade

antimicrobiana, estabilidade, tolerancia organica, diminui¢do do efeito alérgico e etc.

Cefaloglicina ¢ uma cefalosporina semi-sintética amplamente utilizada na terapéutica de processos
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infecciosos graves.!” Sua estrutura quimica é mostrada na Figura 1. A taxa de liga¢do protéica é
baixa (10%), ndo sofre biotransformacado, e 80 a 90 % da droga ¢ excretada por via urinaria no

periodo de 24 horas.® Os métodos analiticos disponiveis na literatura para determinago da droga e

seus produtos de degradacdo sao baseados nas  técnicas cromatogréﬁcas,9’12

10,18 3

espectrofotométricas e titulagdo potenciométrica.
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FIGUEA 1 - Estrutura molecular da Cefaloglicina,

A reducdo polarografica de cefaloglicina em eletrodo de mercurio tem sido investigado préviamente

em meio 4cido.!® O comportamento polarografico do farmaco caracteriza-se por uma onda catodica
em potenciais altamente negativos (ao redor de -1 V) atribuido a reducdo da ligacao -C=C- do anel

diitrotiazinico,'* porém nenhum método de determinagio envolvendo técnicas voltamétricas &
proposto na literatura.

As técnicas voltamétricas de redissolucdo catodica tem se destacado atualmente’-19-20

por oferecer
metodologias eletroanaliticas com alta sensibilidade, através da utilizagdo de uma simples etapa de
pré-concentragdo. O método baseia-se na deposi¢do anddica ou adsortiva de um composto organico

eletroativo ou coordenado e sua subsequente deteccao voltamétrica.

Deste modo, ¢ objetivo do presente trabalho investigar o comportamento voltamétrico de
redissolugdo catddica de cefaloglicina sobre eletrodo de mercurio visando o desenvolvimento de um
método de andlise sensivel, rapido e de baixo custo para cefaloglicina em meio aquoso.

Parte Experimental
Equipamentos

Medidas voltamétricas foram realizadas em um analisador voltamétrico EG&PAR modelo 264 A,
acoplado a um registrador X-Y modelo RE 0089, agitador magnético 305 e um sistema de eletrodos
303 A. Uma célula voltamétrica da EG&PAR modelo G0057 com capacidade de 3-15 mL, contendo
um fio de platina como eletrodo auxiliar, um eletrodo saturado de Ag/AgCl como eletrodo de
referéncia e um eletrodo de gota pendente de mercurio como eletrodo de trabalho com area média

de 2,20 + 0,05 mm?Z. Todos os potenciais neste trabalho sdo referidos ao eletrodo de referéncia
citado acima. Os estudos de voltametria de redissolucdo catodica foram realizados aplicando-se um
potencial para acimulo das espécies no eletrodo de merctirio (HMDE), sob agitagdo constante da
solucdao em tempo controlado.
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Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados sdo de grau Supra Puro (Merck) e as solu¢des preparadas com agua
Milli-Q.

Solugdes tampado Britton-Robinson (B-R) 0,04 mol/L foram utilizadas como eletrélito suporte na
regido de pH 2 -12. Esta solucdo foi obtida através da mistura de 4cido acético, acido borico e acido
orto-fosforico na presenca de hidroxido de sédio 1 mol/L. Solucdo estoque de Cefaloglicina 1x1073

mol/L foi preparada diariamente em meio aquoso,a partir da substancia seca com alto grau de
pureza, obtida da Glaxo Pharmaceuticals (Inglaterra).

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente de 24 + 2°C.
Procedimento

Todos os voltamogramas de redissolucdo catddica foram registrados segundo o seguinte
procedimento experimental: Uma aliquota de 10 mL de eletrélito suporte foi colocado em cela
voltamétrica e desaerado por 10 min com nitrogénio. O volume requerido da solugdo padrio de
cefaloglicina foi entdo adicionado através de micropipeta. O agitador magnético foi ligado e apds
desaeramento de 2 minutos, nova gota de mercurio foi formada procedendo-se a seguir, o acimulo
do farmaco por um intervalo de tempo pré-estabelecido. Apos tempo de equilibrio de 15 segundos,
o potencial foi variado catddicamente no modo de varredura linear ou pulso diferencial e os

voltamogramas registrados. Uma velocidade de varredura de 5 mVs™!' e amplitude de pulso de 50

mV foi usado no modo de pulso diferencial e velocidade de varredura de 20 mVs! foi utilizado
para o modo de varredura linear.

Resultados e Discussiao

Voltamogramas de redissoluc¢ao catddica com varredura linear para Cefaloglicina 1x10°® mol/L em
tampdo B-R pH 2,5 obtidos ap6s tempo de deposito (t,.) de 20 segundos em potencial de acimulo
(E . c) de -0,6 V, apresenta uma tnica onda de reducdo em potencial de -1,0 V, como mostra a Figura

2. A sensivel variacdo de corrente verificado antes (Curva 1) e apds pré-acimulo do analito (Curva
2) ¢ indicativo de que cefaloglicina adsorve espontdneamente sobre a superficie do eletrodo.
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FIGUE.A 2 - Voltamogramas de redizssolucio catddica para 12109 mol Ll de Cefaloglicina
e tatnpdo B-F pH 2-5, E,.=-0,6 V. Curva (1} - tempo de acumlo Os;, Curva (23 -

tempo de acumulo 20s.

A onda voltamétrica ¢ fortemente influenciada pela variacdo de pH. A corrente de pico diminui

acentuadamente com o aumento nos valores de pH (Figura 3), desaparecendo completamente em

valores de pH > 4. A dependéncia entre potencial de pico e pH, também ¢ mostrado na Figura 3.
6 ¢ outras cefalosporinas 3-

Como observado no comportamento polarografico de cefaloglicinal
metileno-substituidas,*!4 o comportamento voltamétrico € caracteristico de sistemas de reducao

envolvendo equilibrio de protonagdo acoplado a transferéncia eletronica. Valores de pH= 2,5 foi

escolhido como melhor condigdo experimental para monitoramento do fairmaco.
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FIGURA 3 - Efeito da wariagdo de pH sobre a corrente de pico dos voltamogramas de
redissolucio de 12109 mol L1 de Cefaloglicina em tampdo B-R. E,= -0,60 5; t,,= 20s.

O estudo do potencial de acimulo sobre a corrente de pico foi investigado em solugdes 5x1077
mol/L de Cefaloglicina em pH 2,5 ap6s 30 seg de acumulagdo. Nenhuma significante modificagao
na intensidade ou posi¢do dos pico de reducdo foi observada no intervalo de potencial de acimulo
entre 0 e -0,80.

A influéncia do tempo de acumulo sobre a corrente de pico obtida de voltamogramas

correspondentes 4 1x10° mol/L de Cefaloglicina em tampao B-R pH 2,5 foi investigado no
intervalo de 20 a 120 segundos. A corrente de pico aumenta com o tempo de acimulo, porém a
curva voltamétrica apresenta baixa potencialidade analitica devido a sobreposicao da descarga do
eletrélito-suporte em tempos de acimulos superiores a 40 segundos, diminuindo drasticamente a
sensibilidade do método.

A formagdo de complexos entre cefalosporina e ions metélicos tais como Cu(Il), Ni(Il), Co(II) é

conhecido da literatura.!>!113 Estudos espectrofotométricos tém demonstrado que a formacio

desses complexos metalicos ocorre preferencialmente em meio alcalino.!!

A formagao de complexos pouco soliveis entre ion mercuroso gerado na superficie do eletrodo e
compostos organicos contendo grupos especificos tais como: aminas primérias e ti6is>% !> tem sido
descrito na voltametria de redissolugdo catddica como eficiente etapa de pré-acimulo. O método
envolve a pré-oxidacdo do mercirio em potenciais ligeiramente positivos, formacdo de um filme
superficial entre analito/Hg(I) e subseqiiente redu¢do do complexo formado em varreduras

catddicas de potencial.

Considerando que cefalosporinas formam complexos metalicos e Hg(I)/Hg(Il) pode ser gerado
superficialmente na gota de mercurio através de simples aplicacdo de potenciais de acumulo
positivo (E, >0V), investigou-se a seguir a possibilidade de interagdo entre cefaloglicina/Hg(I)

como método de determinagao indireta da droga.



Voltamogramas de redissolucdo catodica com varredura linear correspondentes a 5x10° mo/L de
cefaloglicina em tampao B-R pH 10 apds aciimulo da droga durante 30 segundos (Curva 2) e 180
segundos (Curva 3) em potencial de +0,10 V sdo mostrados na Figura 4. A ocorréncia de um pico de
redu¢do muito bem definido em potencial de -0,57 V mostra que a técnica voltamétrica de
redissolugdo catddica pode ser vantajosamente utilizada para pré acumulo de cefaloglicina na
superficie do eletrodo através da formacao de complexo mercuroso em meio alcalino.

0.57
~E(V vs Ag/AgCl)

FIGUERA 4 - Voltamogramas de redissolugio catddica para 5z10% mol L1 de Cefaloglicina
em tampdo B-E. pH 100 E,=+0,10 V. Curva (1) - eletrolito suporte, Curva (1) - t,=
30z, Curva (3) -t = 180s.

A influéncia do pH no comportamento voltamétrico do sistema foi investigado e mostrado na Figura
5. A andlise da figura mostra que a corrente de pico aumenta acentuadamente em valores acima de
pH neutro. E conhecido da literatura que cefaloglicina apresenta 2 grupos ionizaveis com constante
de ionizagao pK,, = 1.91 e pK, = 6,90, atribuidos a dissocia¢do do acido carboxilico e a-amino

grupo, respectivamente.’ Desse modo, o aumento da corrente em fungio do aumento nos valores de
pH pode ser indicativo de que a droga ¢ preferencialmente acumulada quando o grupo amino
encontra-se na forma ndo-protonada. Assim, a natureza da onda de reducdo em potencial de -0,57 V
poderia estar relacionada & formagéo de um complexo superficial entre a fungdo -NH, presente na
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cefalosporina (na forma desprotonada em meio neutro e alcalino) e ng2+ gerado através da

oxidacdo superficial do Hg? em potenciais positivos.
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FIGURA 5 - Efeito da variagfo de pH sobre a corrente de pico para 12109 mol L1 de
Cefaloglicina. E,=+0,20%; t,,= 30s.

Curvas voltamétricas de redissolucio catodica de 5x1077 mol/L de cefaloglicina em tampdo B-R pH
10, E,,=+0,20 Vet =180s varridas no modo de varredura linear e modo de pulso diferencial

foram comparadas e observou-se um aumento de 10 vezes na corrente de pico quando as curvas sao
registradas com a segunda op¢ao. Deste modo, escolheu-se a técnica voltamétrica de redissolucao
catodica com pulso diferencial como melhor condi¢@o para monitoramento do farmaco.

O estudo da influéncia do potencial de acimulo sobre a intensidade dos picos de reducao foi
investigado no intervalo de -0,05 a +0,20V, e mostrados na Figura 6. A andlise desta figura mostra
que ap6s 180 segundos de deposito, solugdes 5x1077 mol/L de Cefaloglicina em tampdo B-R pH 10

exibem maior corrente de pico em potencial de acumulo de +0,20 V, o qual foi escolhido como
melhor potencial para formagao do complexo.
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FIGURA 6 - Efeito do potencial de acimulo sobre a corrente de pico para 52107 mol Lt
de Cefaloglicina em tampdo B-E. pH 10. t,,= 150z

A influéncia do tempo de acamulo sobre a corrente de pico em concentragio de 5x10~7 mol/L de
Cefaloglicina em tamp@o B-R pH 10 e potencial de acimulo (E, ) de +0,20 V, em um intervalo de

tempo de 0 a 210 segundos ¢ mostrado na Figura 7. A corrente de pico aumenta linearmente com
tempos de deposito até 60 segundos e apresenta valores constantes em tempos superiores,
mostrando nitida saturag¢do da superficie do eletrodo.
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FIGUERA 7 - Efeito do tempo de acimulo sobre a corrente de pico para 5z107 mol L1 de
Cefaloglina em tampdo B-E pH 10 E=+0,20 V.

Utilizando-se as melhores condicdes experimentais para formag¢dao do complexo superficial
Hg(I)/cefaloglicina definidas anteriormente de E, . = +0,20 Ve t, . = 30 s, construi-se uma curva de

calibragdo no intervalo de 0,122 a 1,22 mg/mL de cefaloglicina em tampao B-R pH 10, cuja curva ¢
mostrada na Figura 8. Uma relagdao linear foi obtida em todo o intervalo de concentracao
investigado, de acordo com seguinte a equacdo: ip (nA) = -20,381 + 73,291 x C (C = mol/L, r =
0,996).
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FIGURA & - Curva de calibragdo obtida para Cefaloglicina em tampfo B-E. pH 10. E,=
+0,20 V; t,.= 30s.
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O método descrito mostrou-se altamente reprodutivel com desvio padrao relativo de 1,4% para 5

analises de 5x1077 mol/L de cefaloglicina. Utilizando-se tempo de acimulo de 60 segundos, obteve-
se um limite de determinacdo de 12,2 ng/mL e limite de deteccio de 5,17 ng/mL para 3
determinagdes do farmaco. A aplicagao do método para amostras de cefaloglicina em meio aquoso
mostraram um redescobrimento de 98%.

Conclusao

Estes resultados mostram que embora cefaloglicina seja reduzida voltamétricamente em meio acido,
o processo de reducdo em eletrodo de merctrio ocorre em potenciais altamente negativos de -1,04
V, complicando a defini¢do das curvas voltamétricas de redissolu¢do. Entretanto, o farmaco pode
ser acumulado na superficie do eletrodo como complexo mercuroso em meio alcalino, cuja onda de
reducdo proveniente da redu¢do do complexo formado em potenciais de 0 V apresenta excelente
potencialidade analitica. A natureza do processo de redugdo pode ser explicada pela reducao indireta

do complexo formado pela interagdo de ngzJr gerado na superficie do eletrodo em potenciais mais

positivos que 0,0 V (Hg? ® H22Jr + 2 ¢7) e o grupo a-amino da cadeia lateral da droga na forma nao-

protonada.

A excelente reprodutibilidade e sensibilidade dos resultados apresentados mostram que a técnica
voltametria de redissolugdo catddica oferece um método simples, eficaz e sensivel para
determinacgdo de tragos de Cefaloglicina em meio aquoso.

Agradecimento

Os autores agradecem auxilio financeiro da Fapesp, CNPq , Capes e British Council. Leticia N. C.
Rodrigues agradece bolsa de pesquisa da Capes e a Universidade do Sagrado Coragao - Bauru pelo
afastamento durante realiza¢ao do Mestrado.

RODRIGUES, L. N. C., FERREIRA, V. S., ZANONI M.V. B. Studies on cathodic stripping
voltammetric behaviour Of cephaloglycin in aqueous solution on mercury electrode. Ecl. Quim.
(Sdao Paulo), v.23, p.123-134, 1998.

ABSTRACT: Cephaloglycin in B-R buffer pH < 4 is reduced at HMDE very close to the
electrolyte discharge (-1.0 V). Nevertheless, in alkaline medium (pH 10) a peak at -0.6V is observed
when cephaloglycin is accumulated at accumulation potentials close to +0.20V by formation of an
adsorbed mercury complex. The accumulation of this complex is recommended for use in the
indirect determination of cephaloglycin by cathodic stripping voltammetry in the range 0.122 to
1.22 mg/mL with pre-concentration for 30 sec at accumulation potential of +0.20V. The detection
limit was calculated to be 5,17 ng/mL (n = 3). The relative standard deviation determined from five



determinations at the 5 X 107 mol/L level was 1.4 %.
KEYWORDS: Cephaloglycin; cephalosporins; cathodic stripping voltammetry.
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