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RESUMO 

 
A ampicilina é um antibiótico pertencente ao grupo das penicilinas, que por sua vez compõem 
a classe dos β-lactâmicos, compostos que são caracterizados pela presença do anel β-lactâmico 
em sua estrutura e por notória eficiência no tratamento de doenças infecciosas. Devido à vital 
importância desses antibióticos, o monitoramento da biodisponibilidade desse composto em 
formulações farmacêuticas e em fluidos biológicos é indispensável. Métodos cromatográficos, 
espectrofotométricos e amperométricos já foram desenvolvidos para determinação de 
ampicilina em fármacos, porém os mesmos demandam elevado custo, tempo de análise ou 
tratamento prévio da amostra. Neste trabalho foi desenvolvido um método eletroanalítico 
simples, rápido, preciso, sensível e de baixo custo para determinação de ampicilina utilizando 
sistema de Análise por Injeção em Batelada (BIA) com detecção Amperométrica. Inicialmente 
realizou-se um estudo do comportamento ciclovoltamétrico da ampicilina frente ao eletrodo 
convencional de cobre (ϕ = 2 mm). Os resultados mostraram um aumento na intensidade da 
corrente anódica obtendo-se um valor máximo quando o potencial atinge 0,025V, sendo este o 
potencial escolhido para as medidas amperométricas. Medidas voltamétricas também foram 
utilizadas para a otimização de parâmetros como eletrólito de suporte e pH do meio, dentre os 
quais o tampão Britton-Robbinson 0,10 mol L-1 (pH 7,0) apresentou melhores resultados. O 
método BIA foi executado em célula eletroquímica adequada para este sistema, realizando-se 
injeções de pequenas alíquotas do padrão e da amostra diretamente na superfície de uma placa 
de circuito impresso de cobre (eletrodo de trabalho), no qual aplicou-se um potencial constante 
(+0,025 V) durante todo o tempo de análise. O sinal analítico foi obtido por meio de um pico 
transiente de corrente em que a intensidade é proporcional à concentração do antibiótico. 
Avaliou-se a influência de agitação do sistema, volume de injeção e vazão da micropipeta 
eletrônica utilizada para as injeções, obtendo-se maior frequência analítica em sistema sob 
agitação, maiores repetibilidade e valor de corrente utilizando-se volume de injeção e vazão 
iguais a 100,0 µL e 76,9 µL s-1, respectivamente. O método desenvolvido apresentou faixa 
linear entre 1,0 e 100,0 µmol L-1 mostrando-se rápido (120 injeções h-1), preciso (DPR = 3,5 
%, n = 18), sensível (LD = 0,25 µmol L-1 e LQ = 0,83 µmol L-1) e exato quando aplicado em 
amostra comercial do fármaco. Os resultados obtidos por meio do método BIA foram validados 
por comparação com dois métodos analíticos reportados na literatura para determinação de 
ampicilina, por HPLC e espectrofotometria UV-Vis, mostrando-se estatisticamente iguais. 
 
 

Palavras-chave: Ampicilina. Análise por Injeção em Batelada. Eletrodo de cobre. 
Determinação rápida. 
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ABSTRACT 

 

Ampicillin is an antibiotic from the group of penicillins which makes up the class of β-lactams, 

compounds characterized by the presence of the β-lactam ring in their structure and by 

notoriously efficient in the treatment of infectious diseases. Due to the vital importance of these 

antibiotics, monitoring their bioavailability in pharmaceutical formulations and biological 

fluids is indispensable. Chromatographic, spectrophotometric and amperometric methods have 

already been developed for the determination of ampicillin in drugs, but they require a high 

cost, time of analysis or previous treatment of the sample. In this work, a simple, fast, accurate, 

sensitive and low cost electroanalytical method for the determination of ampicillin using BIA 

system with amperometric detection is developed. Initially, a study was performed on the cyclic 

voltammetric behavior of ampicillin versus the conventional copper electrode (φ = 2 mm). The 
results showed an increase in the intensity of the anodic current obtaining a maximum value 

when the potential reaches 0,025V, being this the potential chosen for the amperometric 

measurements. Voltammetric measurements were also used for the optimization of parameters 

such as electrolyte support and pH of the system, where the Britton-Robbinson buffer 0.10 mol 

L-1 (pH 7.0) presented better results. The BIA method was performed in a suitable 

electrochemical cell for the system and injections of small aliquots of the standard and the 

sample were made directly on the surface of a printed circuit board of copper (working 

electrode), in which a same potential was applied during the entire analysis time. The analytical 

signal was obtained by a current transient peak in which the intensity is proportional to the 

concentration of the antibiotic. The influence of system agitation, injection volume and 

electronic micropipette flow rate for the injections was evaluated, obtaining a higher analytical 

frequency in the system under agitation, higher repeatability and current value using injection 

volume and flow equal to 100.0 μL and 76.9 μL s-1, respectively. The developed method 

presented a linear range between 1.0 and 100.0 μmol L-1 proving to be a fast (120 h-1 injection), 

a accurate (DPR = 3.5%, n = 18) sensitive (LOD = 0.25 μmol L-1 and LOQ = 0.83 μmol L-1) 

and exact method when applied in a commercial sample of the drug. The results obtained using 

the BIA method were validated by comparison with two analytical methods reported in the 

literature for the determination of ampicillin by HPLC and UV-Vis spectrophotometry, which 

were statistically the same. 

 

 

 

Keyword: Ampicillin. Batch Injection Analysis. Copper electrode. Fast determination. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Introdução Geral 

Os antibióticos constituem um grupo de medicamentos naturais ou sintéticos que podem 

ser caracterizados como bactericidas, quando são capazes de causar a morte de bactérias e 

fungos, ou ainda, bacteriostáticos quando inibem o seu crescimento [1]. A sua descoberta é 

considerada um dos eventos mais importantes da saúde nos tempos modernos, e não apenas 

pelo seu impacto no tratamento de doenças infecciosas, mas também por seus efeitos em outras 

atividades biológicas [2]. 

Dentre os diversos tipos de antibióticos há o grupo dos β-lactâmicos, os quais apresentam 

em sua estrutura o anel β-lactâmico, na maioria das vezes fundido a outro anel heterocíclico de 

cinco membros, a tiazolidina [3]. A especificidade biológica desse grupo de antibióticos é 

devido a sua interferência na biossíntese do peptídoglicano, um polímero constituído de 

açúcares e aminoácidos que envolve completamente as bactérias, dando rigidez à parede celular 

e protegendo-as de sua própria pressão osmótica [4]. 

A ampicilina é um antibiótico pertencente ao grupo dos β-lactâmicos e um derivado da 

penicilina, sendo classificada como uma aminopenicilina semi-sintética [5]. Os antibióticos a 

base de penicilina constituem o mais importante grupo de antimicrobianos, sendo esses 

compostos os mais utilizados para essa finalidade a mais de 80 anos [6]. Devido a vital 

importância desses antibióticos em fluidos biológicos e em preparações farmacêuticas torna-se 

de grande importância o desenvolvimento de métodos mais sensíveis, seletivos e de menor 

custo, capazes de quantificar com precisão e exatidão esse composto nas mais diferentes 

matrizes. 

Diversas técnicas analíticas têm sido utilizadas na determinação desses compostos em 

várias amostras de fármacos e fluidos biológicos, dentre elas pode-se destacar as técnicas 

cromatográficas [7] [8], espectrofotométricas [9] [10] e amperométricas [11] dentre as quais os 

métodos utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detecção por 

espectrometria de massas e UV-Vis são os mais utilizadas [12]. 

Por outro lado, as técnicas eletroanalíticas apresentam algumas vantagens na 

determinação do princípio ativo em formulações farmacêuticas e em compostos bioativos 

quando comparadas às técnicas convencionais supracitadas, podendo-se destacar pela 

simplicidade na operação, rapidez na resposta analítica, custo instrumental relativamente baixo 
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e sensibilidade [11] [13]. Estudos relacionados à oxidação eletroquímica de ampicilina, bem 

como de outros antibióticos da mesma classe [11] [14], permitem a determinação desses 

compostos por meio de técnicas eletroanalíticas. 

Segundo Angnes e Quintino (2004) a técnica de Análise por Injeção em Batelada (BIA) 

associada a um sistema de detecção amperométrica tem se mostrado uma poderosa ferramenta 

para análises farmacêuticas, ambientais e de alimentos [15]. 

A Análise por Injeção em Batelada (BIA) foi proposta por Wang e Taha (1991) [16] na 

qual realiza-se injeções de pequenos volumes do padrão ou da amostra que se deseja analisar 

diretamente na superfície do eletrodo de trabalho utilizando uma micropipeta. O eletrodo de 

trabalho permanece imerso em um grande volume de eletrólito de suporte, de maneira que ao 

se injetar o padrão ou a amostra estes sejam imediatamente diluídos no eletrólito após a 

obtenção do sinal transiente. Essa técnica apresenta vantagens com relação a Análise por 

Injeção em Fluxo (FIA) por não haver a necessidade da utilização de injetores e bombas além 

de manter características desta, tais como: alta velocidade de análise, simplicidade, 

sensibilidade, repetibilidade e possibilidade de se trabalhar com baixos volumes de reagentes e 

amostras [15]. 

1.2. Justificativa do tema 

A ampicilina, bem como os demais compostos derivados de penicilina, tem sido o grupo 

de antimicrobianos mais utilizados há pelo menos 80 anos, e ainda constituem o mais 

importante grupo de antibióticos [6]. Diante disso, torna-se necessário o desenvolvimento de 

técnicas capazes de monitorar sua biodisponibilidade nas mais diferentes matrizes, como por 

exemplo em fármacos. 

Alguns métodos de determinação analítica de ampicilina já foram desenvolvidos e estão 

disponíveis na literatura, como citados anteriormente, porém os mesmos demandam elevados 

custo, tempo de análise e/ou necessitam de tratamento prévio da amostra. 

Desta forma, propõe-se o método de Análise por Injeção em Batelada (BIA) com detecção 

amperométrica como uma técnica eletroanalítica rápida, direta, sensível, exata, precisa e de 

baixo custo, para determinação de ampicilina em fármacos, uma vez que não há relatos na 

literatura da utilização desta técnica para tal finalidade.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Desenvolver um método de Análise por Injeção em Batelada (BIA) com detecção 

Amperométrica utilizando eletrodo de placa de circuito impresso de cobre para determinação 

rápida e direta de ampicilina em formulações farmacêuticas. 

2.2. Objetivos Específicos 

o Avaliar o comportamento ciclovoltamétrico da ampicilina frente ao eletrodo de cobre; 

o Otimizar parâmetros experimentais como: eletrólito de suporte, pH do meio, potencial 

de trabalho, volume de injeção, vazão da micropipeta e influência da agitação; 

o Aplicar o método desenvolvido na determinação de ampicilina em amostras comerciais 

do fármaco; 

o Validar o método desenvolvido comparando seus resultados com análises por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e Espectrofotometria UV-Vis. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1. Ampicilina 

A ampicilina (AMP) é um antibiótico que pertence ao grupo dos β-lactâmicos, sendo este 

formado por compostos que possuem como estrutura básica a penicilina, estrutura essa formada 

por um anel β-lactâmico (A) ligado a um outro anel heterocíclico denominado tiazolidina (B), 

como mostrado na Figura 1, sendo estes os principais responsáveis pela atividade biológica 

dessas substâncias. Os compostos deste grupo diferem-se entre si apenas pelos substituintes 

ligados à sua estrutura básica [17]. 

Figura 1: Estrutura química da ampicilina: (A) anel β-lactâmico e (B) anel tiazolidínico. 

 

O mecanismo de ação da ampicilina, bem como dos demais antibióticos que pertencem 

ao grupo dos β-lactâmicos, baseia-se em sua capacidade de inibir a síntese do peptideoglicano 

[18], um polímero complexo formado por polissacarídeos e polipeptídeos, que conferem 

proteção, garantem o crescimento e o desenvolvimento desses micro-organismos, e sem o qual 

a bactéria não se manteria íntegra [19]. 

A ampicilina é indicada no tratamento de uma série de doenças, dentre as quais podem se 

destacar: infecções otorrinolaringológicas e urinárias, sinusite, meningite [20], bronquite 

crônica [5] dentre outras. É ainda utilizada antes da realização de procedimentos cirúrgicos 

gastrintestinais e geniturinários, bem como de maneira profilática contra a doença perinatal 

causadas por estreptococos do Grupo B [21]. 

Quanto à toxicidade desses compostos, a mesma é considerada baixa quando comparada 

a outros antibióticos, sendo uma das classes mais seguras de antimicrobianos. Possíveis efeitos 

colaterais graves causados por esses compostos estão relacionados à hipersensibilidade, 

eventuais reações adversas são brandas e dentre elas podem-se manifestar exantemas e diarreias 

[21]. 
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Atualmente a ampicilina é comercializada em três formas diferentes: anidra, triidratada e 

sódica. As formas anidra e triidratada são encontradas normalmente em cápsulas, pó para 

suspensão oral e comprimidos, sendo empregadas em formulações de uso oral [22]. Já a 

ampicilina sódica é encontrada em formulações farmacêuticas para aplicação intramuscular ou 

intravenosa [23]. 

3.1.1. Determinação analítica de ampicilina 

Inúmeras pesquisas vêm sendo realizadas a nível mundial a respeito do controle de 

qualidade na produção de fármacos, uma vez que, de acordo com a OMS (Organização Mundial 

da Saúde), é necessário garantir que os medicamentos produzidos atendam às necessidades 

prioritárias da saúde e aos padrões de qualidade, eficácia e de segurança, caso contrário, todos 

os outros serviços de saúde serão certamente comprometidos [24]. Dessa forma é de 

fundamental importância o desenvolvimento de métodos analíticos eficazes e de confiança para 

controle de qualidade de medicamentos, e que esses possam ser utilizados em análises de rotina 

[25]. 

Diversas técnicas analíticas têm sido desenvolvidas para determinação de ampicilina nas 

mais diferentes matrizes, sejam elas fármacos, fluidos biológicos, dentre outras.  

Métodos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) utilizando coluna de fase 

reversa, fase móvel composta por tampão fosfato e acetonitrila em sistema de eluição gradiente, 

detector UV [26] [27] e Espectrômetro de Massas [28] foram desenvolvidos para quantificação 

de ampicilina em medicamentos e amostras de efluentes respectivamente, os quais se 

mostraram sensíveis com limites de quantificação que atingem uma escala de 10-12 mol L-1. 

Um método utilizando Cromatografia em Camada Delgada (CCD) também é reportado 

na literatura para testes de controle de qualidade em medicamentos à base de ampicilina, para 

tal utilizou-se placas recobertas com silicato de titânio (IV) e como fase móvel empregou-se 

uma mistura 1:1 de K2HPO4 (0,1 mol L-1) e KH2PO4 (0,1 mol L-1). O método mostrou-se rápido, 

seletivo, preciso e exato, sendo indicado para análises de rotina [29]. 

Espectrofotometria UV-Vis também tem sido utilizada na determinação de ampicilina em 

formulações farmacêuticas [30], nesses casos é realizado procedimentos de pré-tratamento da 

amostra onde a ampicilina é complexada com reagentes adequados dando origem a soluções de 

coloração intensa e consequentemente obtendo-se maiores valore de absorbância. A 

espectrofotometria derivada também é utilizada em alguns casos nos quais se deseja determinar 
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dois ou mais compostos simultaneamente em que há sobreposição de espectros, método 

amplamente utilizado em composições farmacêuticas, clínicas e bioquímicas [31]. 

Técnica de Análise por Injeção em Fluxo (FIA) acoplado a um sistema de detecção por 

quimioluminescência também foi utilizada para quantificação de ampicilina em amostras de 

medicamento e urina. O método baseia-se na interação entre a ampicilina e um complexo Ag-

luminol, o qual mostrou-se sensível com limite de detecção de 169 ng/mL e recuperação entre 

104 – 106% [6]. 

Técnicas de Eletroforese Capilar acopladas a Espectrofotômetro UV-Vis [31] e 

Espectrômetro de Massas [32] também foram desenvolvidas para separação e quantificação de 

antibióticos β-lactâmicos, inclusive ampicilina, em amostras de leite bovino e músculos de 

frango respectivamente. Resultados apresentam limites de detecção de 8 µg/kg em amostras de 

músculo de frango e taxas de recuperação superiores a 72% para testes realizados em amostras 

de leite. 

3.2. Técnicas Eletroanalíticas  

 As técnicas eletroanalíticas constituem um conjunto de métodos qualitativos e 

quantitativos utilizados na determinação de um analito por meio de sua eletrólise, processo em 

que uma determinada reação química é forçada a ocorrer na superfície de um eletrodo, devido 

a imposição de uma diferença de potencial elétrico [33]. 

Dentre as técnicas eletroanalíticas conhecidas, a voltametria destaca-se por possibilitar 

análises de amostras com pouca ou nenhuma etapa de tratamento, logo essas etapas podem 

trazer o risco de contaminação às amostras. Em voltametria as informações são obtidas a partir 

do registro de curva de corrente versus potencial feitas durante a eletrólise [34]. 

A amperometria é o outro exemplo de técnica eletroanalítica, na qual aplica-se um 

potencial elétrico constante e a intensidade da corrente obtida é proporcional à concentração da 

espécie eletroativa no meio. Esta técnica pode ser utilizada, por exemplo, no monitoramento da 

concentração de um determinado analito durante uma titulação para fixação do ponto final. Os 

resultados para esta técnica são expressos em um gráfico de corrente versus tempo [33]. 

A magnitude da corrente produzida pelas reações de oxirredução é mensurada a partir da 

aplicação de uma diferença de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referência 
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no interior de uma célula eletroquímica, essas reações ocorrem, mais precisamente, interface 

eletrodo/solução [35]. 

A célula eletroquímica é o meio onde ocorrem as reações, ela é composta por pelo menos 

dois eletrodos, um eletrodo de trabalho e um de referência, sendo mais viável a utilização de 

um terceiro eletrodo denominado eletrodo auxiliar ou conta-eletrodo. O eletrodo de trabalho 

deve ser constituído de materiais condutores, permitindo assim a sua polarização, como por 

exemplo C, Au, Cu, Pt, Ni dentre outros. Em contrapartida, o eletrodo de referência não deve 

sofrer variação em seu potencial, alguns dos mais utilizados são: o eletrodo padrão de 

hidrogênio (EPH), eletrodos de calomelano saturado (ECS) e o eletrodo de prata/cloreto de 

prata (Ag/AgCl/KClsat), o qual possui potencial constante durante todo o experimento que é 

0,199 V, sendo este último utilizado em todas as análises eletroquímicas neste trabalho. É entre 

o eletrodo de trabalho e o terceiro eletrodo chamado de auxiliar que a corrente flui na célula 

eletroquímica, um fio de platina pode ser usado para esta finalidade [35]. 

O equipamento onde os sinais de excitação são gerados pela variação do potencial de 

maneira sistemática é chamado de potenciostato, o qual é conectado a um microcomputador 

que registra a corrente resultante das reações envolvidas [34]. 

3.3. Análise por Injeção em Batelada (BIA) com detecção Amperométrica 

A Análise por Injeção em Batelada (BIA) foi uma técnica proposta por Wang e Taha 

(1991) na qual realiza-se injeções de pequenos volumes do padrão ou da amostra, que se deseja 

analisar, diretamente na superfície do eletrodo de trabalho utilizando uma micropipeta. O 

eletrodo de trabalho permanece imerso em um grande volume de eletrólito de suporte, de 

maneira que ao se injetar o padrão ou a amostra, estes sejam imediatamente diluídos no 

eletrólito após a obtenção do sinal transiente [16]. 

A célula eletroquímica no sistema BIA é composta por três eletrodos (trabalho, referência 

e auxiliar), e possui normalmente capacidade para grandes volumes de eletrólito de suporte 

(entre 50 e 100 mL) e os eletrodos são posicionados em locais estratégicos que permitam um 

encaixe reprodutível da micropipeta que será utiliza da nos processos de injeção. O eletrodo de 

trabalho é posicionado de forma oposta ao sistema de injeção [13]. 

Inicialmente o método de injeção no sistema BIA era realizado utilizando micropipetas 

manuais, dessa forma, havia-se uma grande dependência da habilidade do operador. 

Atualmente, com o intuito de minimizar variações operacionais e aumentar a reprodutibilidade 
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do sistema, utiliza-se micropipetas motorizadas, nas quais é possível programar alguns 

parâmetros como volume de injeção e vazão da micropipeta [36]. 

O sinal analítico obtido no sistema BIA é semelhante àquele obtido em sistemas de 

Análise por Injeção em Fluxo (FIA), nos quais obtém-se sinais transientes proporcionais à 

concentração dos analitos em questão [15]. O perfil do sinal pode ser explicado pelas diferentes 

etapas de injeção, como mostra a Figura 2. 

Figura 2: Etapas de injeção em sistema BIA 

 

Fonte: Quintino e Angnes (2004)  

De acordo com imagem acima, o processo de injeção no sistema BIA pode ser dividido 

em cinco etapas. A primeira etapa, representada pela letra (A), corresponde ao período antes da 

injeção, onde a corrente medida permanece constante ao longo do tempo, nesta etapa há não 

transferências de elétrons entre a solução e o eletrodo de trabalho, sendo esta corrente, atribuída 

apenas ao eletrólito de suporte (corrente capacitiva). A segunda etapa (B), corresponde ao exato 

momento em que é realizada a injeção da solução padrão ou amostra que se deseja analisar, na 

qual observa-se um rápido aumento na intensidade da corrente referente ao processo redox 

ocorrido na interface eletrodo/solução. Após a finalização da injeção (etapa C) a corrente atinge 

um valor máximo, e depois esse valor começa a diminuir (etapa D) na proporção em que a 

solução injetada dilui-se no eletrólito de suporte, reestabelecendo-se as condições iniciais (etapa 

E) [15]. 

A utilização de técnicas eletroanalíticas, principalmente amperometria e voltametria, 

como método de detecção acoplado ao sistema BIA, vem ganhando bastante espaço em 

pesquisas que utilizam este método para determinações individuais ou simultâneas nas mais 
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variadas amostras, principalmente em formulações farmacêuticas, alimentos e antioxidantes em 

combustíveis [37] [38]. Além disso há a possibilidade de se utilizar tanto eletrodos 

quimicamente modificados quanto eletrodos livres de qualquer modificação como por 

exemplos, a utilização de eletrodos impressos de pasta de carbono e filmes fino de metais como 

o ouro [39] [40]. 

O sistema BIA também pode ser operado com ou sem processos de agitação mecânica, 

porém esse procedimento não influencia na magnitude do sinal obtido, este parâmetro apenas 

influencia no processo de diluição da amostra fazendo com que, em alguns casos, o sinal retorne 

à linha base mais rapidamente, aumentando a frequência analítica do método [41]. 

A utilização do sistema BIA com detecção amperométrica permite ainda a realização de 

ensaios em amostra real sem a necessidade de utilização de eletrólitos de suporte ou análises 

em meios mais resistivos. Isso é possível injetando-se a amostra diretamente e de forma rápida 

na superfície do eletrodo de trabalho, criando-se uma zona fina sobre a superfície do eletrodo. 

No entanto, é importante ter em mente que, em alguns casos, a modificação na dupla camada 

elétrica pode gerar mudanças significativas de sinal e aumento da queda ôhmica, podendo assim 

deslocar o potencial onde ocorre a reação redox de interesse [15]. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1. Regentes, soluções e amostra 

Os reagentes utilizados nas análises eram de grau analítico e as soluções foram preparadas 

utilizando água deionizada em sistema de purificação MilliQ (Millipore), bem como no preparo 

das amostras do fármaco. Na Tabela 1 estão apresentados todos os reagentes utilizados nas 

análises e suas respectivas procedências: 

Tabela 1: Lista de reagentes utilizados e suas respectivas procedências. 

REAGENTE ORIGEM 

Ampicilina sódica (C16H18N3NaO4S) Sigma-Aldrich 

Ácido fosfórico (H3PO4) 

Isofar Ácido nítrico (HNO3) 

Ácido clorídrico (HCl) 

Ácido acético (C2H4O2) 

Merck S.A 

Ácido bórico (H3BO3) 

Cloreto de potássio (KCl) 

Ácido fórmico (CH2O2) 

Acetonitrila (C2H3N) 

Sulfato de cobre (CuSO4) 

Hidróxido de sódio (NaOH) Dinâmica 

 

As soluções padrão de ampicilina eram preparadas diariamente, diluindo-se em água 

deionizada a quantidade necessária do padrão para uma solução de concentração igual a 10 

mmol L-1, sendo esta a solução padrão de trabalho. As amostras foram adquiridas em farmácia 

local e consistiu em uma caixa deste medicamento contendo 10 cápsulas de ampicilina 500 mg. 

As soluções de amostra do fármaco foram preparadas a partir da mistura do conteúdo de 10 

cápsulas do medicamento, em seguida era pesada a massa referente a uma cápsula, diluída em 

água deionizada e submetida a banho ultrassom durante 20 minutos. 

Nos testes de verificação da resposta eletroquímica da ampicilina, variação do eletrólito 

de suporte e do pH do meio, foram utilizados como eletrólito de suporte as seguintes soluções: 

trampão acetado e tampão fosfato, os quais foram obtidos a partir de soluções dos respectivos 

ácidos na concentração de 0,1 mol L-1 e adicionou-se em seguida alíquotas de solução de NaOH 

2,0 mol L-1 até atingir o pH desejado; tampão Britton-Robinson, obtido por meio da mistura de 

ácido acético (0,1 mol L-1) ácido fosfórico (0,1 mol L-1) e ácido bórico (0,1 mol L-1) seguido da 
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adição de alíquotas de NaOH 2,0 mol L-1 para o ajuste do pH nos valores desejados; solução de 

KCl e NaOH 0,1 mol L-1 preparadas por meio da dissolução destes reagentes em água 

deionizada na proporção indicada para esta concentração. Todas as soluções foram preparadas 

conforme procedimentos descritos na literatura [42]. 

4.2. Instrumentação 

Os procedimentos eletroquímicos foram realizados utilizando-se um potenciostato Iviun-

n-Star controlado pelo software IviumSoftTM Electrochemistry, conectado a um 

microcomputador e um sistema composto por uma célula eletroquímica e três eletrodos, sendo 

eles: eletrodo de trabalho (eletrodo de cobre e placas de circuito impresso de cobre), de 

referência (Ag/AgCl/KClsat) e eletrodo auxiliar de platina. 

No preparo das soluções tampão foi utilizado um medidor de pH modelo 827 pH Lab 

Metrohm. Um sistema de banho ultrasson da Unique® USC-1400 foi utilizado para melhor 

solubilização das amostras do fármaco e na remoção de partículas de alumina que poderiam 

estar retidas na superfície do eletrodo após processos de polimento. Para agitação no sistema 

BIA foi utilizado um agitador magnético modelo 751 da Fisaton Equipamentos Científicos 

Ltda. 

4.3. Construção dos eletrodos 

Todos os eletrodos utilizados nas medidas em sistema BIA foram construídos no próprio 

laboratório de eletroquímica, e os procedimentos de obtenção estão descritos a seguir: 

4.3.1. Eletrodo de trabalho (placa de circuito impresso de cobre - PCI) 

Placas de circuito impresso (PCI) de cobre foram utilizadas como eletrodo de trabalho no 

sistema BIA. Este produto consiste em placas de fenolite, um material laminado plástico, denso, 

duro e termofixo, utilizado normalmente como isolante elétrico. Sobre a superfície deste 

material é eletrodepositado uma fina camada de cobre altamente puro em um processo 

denominado galvanoplastia [43]. 

As PCI’s foram adquiridas em uma loja virtual que comercializa equipamentos 

eletrônicos e possuíam seguintes dimensões: 100 mm de largura, 150 mm de comprimento e 

1,6 mm de espessura. Dessa forma, as placas foram adaptadas a dimensões ideias para sua 

utilização na célula BIA (10 x 55 x 1,6 mm), para isso utilizou-se uma máquina de corte 

Bremel® 4000. 
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Antes da sua utilização, as placas formam limpas por imersão em solução de HNO3 10%, 

e posteriormente, lavadas abundantemente com água destilada. 

4.3.2. Eletrodo de referência (Ag/AgCl/KClsat) 

Tomando-se um fio de prata previamente limpo, este foi polido com lixa d’água e lavado 

com água destilada. Em seguida realizou-se a eletrodeposição de cloreto de prata na superfície 

do fio através da aplicação de potencial constante durante alguns segundos [44]. Introduziu-se 

o fio recoberto com o filme em uma pipeta de Pasteur adaptada para o tamanho do eletrodo, 

com a extremidade vedada com separador de baterias para o contato elétrico e contendo solução 

de KCl 3,0 mol L-1. A extremidade superior foi vedada com uma pequena rolha de borracha e 

Parafilm M® deixando-se aproximadamente 1,0 cm do fio de prata exposto. 

4.3.3. Eletrodo auxiliar (fio de Platina) 

O eletrodo auxiliar de platina foi construído tomando-se uma pipeta de Pasteur adaptada 

ao tamanho que se desejava obter o eletrodo e introduziu-se um fio de platina deixando 2,0 cm 

do fio exposto na extremidade inferior da pipeta, a qual foi selada em altas temperaturas com o 

auxílio de bico de Bunsen e a extremidade superior com resina epóxi Araldite. Na ponta do fio 

de platina foi soldado uma placa desse metal de aproximadamente 0,5 cm2. 

4.4. Medidas Eletroquímicas 

As medidas eletroquímicas foram divididas em duas etapas, primeiramente realizou-se o 

estudo do comportamento eletroquímico da ampicilina por voltametria cíclica (VC), para isso 

utilizou-se uma célula eletroquímica convencional composta por três eletrodos, como 

apresentada na Figura 3. 

Figura 3: Célula eletroquímica convencional. 

 

Fonte: autor (2018) 
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Nesse teste foram avaliados alguns parâmetros experimentais, tais como: efeito da 

variação do eletrólito de suporte e do pH do meio. No estudo do efeito da variação do eletrólito 

de suporte foi avaliado a resposta eletroquímica da ampicilina em cinco eletrólitos de suporte 

distintos, foram eles: tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 4,5, tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0, 

tampão Britton-Robinson 0,1 mol L-1 pH 7,0, KCl 0,1 mol L-1 e NaOH 0,1 mol L-1. Para os 

testes de variação do pH do meio sobre a resposta eletroquímica da ampicilina utilizou-se o 

tampão Britton-Robinson 0,1 mol L-1 em uma faixa de pH entre 5,0 e 9,0. 

Figura 4: Sistema de análise por injeção em batelada com detecção amperométrica (BIA). 

 

Fonte: autor (2018) 

A segunda etapa dos testes eletroquímicos consistiu no desenvolvimento do método 

proposto por meio da otimização de parâmetros instrumentais do sistema BIA. Esse sistema 

(Figura 4) era composto basicamente por uma célula eletroquímica, específica para este método, 

conectada ao potenciostato, o qual é responsável por controlar a diferença de potencial aplicada 

entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referência, que por sua vez está conectado a um 

computador para processamento dos dados. 

A célula eletroquímica no sistema BIA consiste em um recipiente cilíndrico com 

capacidade máxima de 100 mL, possui uma tampa removível e nela há três orifícios, dois para 

a inserção dos eletrodos auxiliar e de referência, e outro com um diâmetro maior, para a ponteira 

da pipeta eletrônica. Na parte inferior há um compartimento para acomodação da placa de 

cobre, a qual atua como eletrodo de trabalho. 
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Ainda nesta etapa foram avaliados o efeito da agitação do sistema sobre a velocidade do 

sinal transiente e parâmetros instrumentais da micropipeta eletrônica sendo eles: volume de 

injeção e vazão. 

4.5. Análise comparativa por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para 

determinação de ampicilina  

Os resultados obtidos por meio do método BIA foram validados comparando-os com 

análises feitas por CLAE utilizando método descrito na literatura para determinação de 

ampicilina em medicamentos [26]. 

As medidas foram executadas em sistema Shimadzu constituído por um módulo de 

distribuição de solvente com bomba de pistão duplo, coluna AQUA RP C18 (150 mm x 4,6 

mm, 5 µm) e detector UV-Vis SPA-10 (λ = 220 nm). A fase móvel utilizada era composta  por 

água (A) e acetonitrila (ACN) (B), ambos acidificados com ácido fórmico 0,01%, em modo de 

eluição gradiente, variando-se de 0 a 70 % a concentração B entre 0 e 20 minutos como descrito 

na Tabela 2. Os dados foram coletados e processados usando o software Shimadzu LC Solution 

v. 1.25. 

Tabela 2: Composição da fase móvel em função do tempo. 

Tempo (min) [B] % 

0 0 % 
6 30 % 

11 70 % 
20 0 % 

 

Na realização das medidas utilizou-se solução padrão de ampicilina 6,7 mmol L-1, e duas 

soluções preparadas a partir de amostras comerciais do fármaco. A quantidade de ampicilina 

por cápsula foi calculada tomando-se a média das áreas de picos de cada amostra, comparadas 

com a área de pico da solução padrão, sendo todas as medidas realizadas em triplicata. 

4.6. Análise comparativa por Espectrofotometria UV-Vis para determinação de 

ampicilina 

Os resultados obtidos no método proposto foram ainda comparados com aqueles obtidos 

por espectrofotometria UV-Vis, utilizando um espectrofotômetro Shimadzu modelo UV-1800 

controlado pelo software UVProbe 2.52. A escolha do comprimento de onda a ser utilizado foi 
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feita por meio da varredura de absorbância variando-se o comprimento de onda entre 800 e 200 

nm em solução padrão de ampicilina 1,0 mmol L-1. 

Todas a soluções tanto padrão quanto as amostrar comerciais de ampicilina foram 

preparadas com água deionizada e a quantificação foi feita por meio da construção da curva de 

calibração pela medida de absorbância de soluções padrão de ampicilina entre 0,13 e 0,80 mmol 

L-1 e posterior leitura de amostras do fármaco. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1. Comportamento voltamétrico da ampicilina  

O estudo do comportamento voltamétrico da ampicilina foi realizado utilizando a 

técnica de voltametria cíclica (VC), essa técnica foi escolhida devido à grande quantidade de 

informações que se pode obter por meio dela, registrando-se o voltamograma da corrente (I) 

gerada pela variação do potencial elétrico (E) em uma determinada faixa. O intuito destes testes 

inicias foi o de comprovar a possibilidade de obtenção de uma resposta analítica da ampicilina 

por meio de técnicas eletroquímicas. 

Trabalhos anteriormente reportados na literatura comprovam a formação de um 

complexo estável entre antibióticos β-lactâmicos, dentre eles a ampicilina, e íons Cu(II) por 

meio de técnicas polarográficas de espectroscópicas [45] [46]. Esse fato pôde ser comprovado 

registrando-se o voltamogramas cíclicos do eletrodo de carbono vítreo (ECV) em uma solução 

aquosa contendo íons Cu(II) antes e após a adição de ampicilina, como mostra a Figura 5. 

Figura 5: Voltamogramas cíclicos obtidos com ECV (ϕ = 2,0 mm) (—) no branco, tendo como eletrólito de 

suporte KCl 0,1 mol L-1, (—) após a adição de 1,0 mmol L-1 de CuSO4 e (—) após adição de 1,0 mmol L-1 de 
AMP, v = 50 mV s-1. 

 

Os resultados mostram que após a adição de 1,0 mmol L-1 de CuSO4 há a formação de 

dois picos, um em E = - 0,03 V e outro em E = 0,07 V, os quais correspondem respectivamente 
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à redução e oxidação do cobre presente no meio. Após a adição de ampicilina os valores de 

corrente de pico anódico (Ipa) e catódico (Ipc) diminuem significativamente, indicando que 

quantidade íons Cu(II) anteriormente livres no meio, diminuiu e agora boa parte destes 

encontram-se ligados à ampicilina, além disso o complexo formado mostra-se 

eletroquimicamente inativo na faixa de potencial estudada e nas condições avaliadas. 

Alguns trabalhos reportados na literatura relatam sobre a utilização de eletrodo de cobre 

na determinação de substâncias que formam complexo com este metal como aminoácidos e 

alguns pesticidas como glifosato, em condições nas quais estes analitos não sofrem qualquer 

processo de oxidação e/ou redução [47]. Dessa forma, pela existência de trabalhos que 

comprovam a formação de complexos entre ampicilina e cobre, espera-se que seja possível a 

determinação desse antibiótico utilizando eletrodo de cobre, este teste foi realizado e os 

resultados estão apresentados na Figura 6. 

Figura 6: Voltamograma cíclico obtido com o eletrodo de cobre (ϕ = 2,0 mm) em tampão BR 0,1 mol L-1 pH 7,0 

(—) na ausência e (—) na presença de 1,0 mmol L-1 de AMP, v = 50 mV s-1. 

 

 Os resultados mostram que, antes da adição de AMP há a formação de dois picos (I e II) 

em +0,025 V e -0,215 V respectivamente, referentes à oxidação e redução do cobre do eletrodo 

e consequentemente à formação de uma camada anódica superficial composta basicamente por 

óxidos de cobre (Cu2O e CuO) [48]. 

Após a adição do antibiótico, obtendo-se uma concentração de 1,0 mmol L-1 de AMP na 

célula eletroquímica, verifica-se um aumento acentuado na intensidade da corrente no sentido 
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anódico de varredura (III), esse efeito ocorre devido à presença dos grupos funcionais amino e 

carboxila na molécula de ampicilina, os quais, em condições adequadas, favorecem a formação 

de quelatos com íons cobre que compõem a camada superficial do eletrodo. A formação desses 

complexos provoca a dissolução do filme superficial de óxidos de cobre do eletrodo, 

deslocando, pelo princípio de Le Chatelier, o equilíbrio de formação da camada no sentido dos 

produtos e, consequentemente, um aumento na corrente de oxidação proporcional à quantidade 

do filme consumido [47] [48]. 

Dessa forma, pode-se determinar AMP utilizando eletrodo de cobre, explorando o efeito 

da formação de complexo entre este antibiótico e os íons metálicos presentes na camada de 

óxidos superficial, sobre a intensidade da corrente de pico anódica, uma vez que esta aumenta 

proporcionalmente com a concentração de AMP. 

 

5.1.1. Escolha do eletrólito de suporte 

Um passo muito importante ao se realizar o estudo do comportamento eletroquímico de 

qualquer analito é a escolha do eletrólito de suporte, o qual deve ser quimicamente estável, ou 

seja, não sofrer qualquer tipo de reação com as espécies presentes no meio, e nem reações de 

oxidação e redução em toda a faixa de potencial estudada [49]. 

Foram avaliados cinco eletrólitos de suporte: tampão acetato (pH 4,5), tampão BR (pH 

7,0) tampão fosfato (pH 7,0), NaOH e KCl todos na concentração de 0,1 mol L-1. Registrou-se 

os voltamogramas cíclicos do eletrodo de cobre em cada um desses eletrólitos de suporte, antes 

e após a adição de AMP (Figura 7). 

Os dados obtidos mostram que o eletrólito de suporte que mostrou melhor resposta, 

indicada por um aumento na Ipa caracterizando a presença do analito, foi o tampão BR (B) 

além de obter melhor definição do pico em relação aos demais. Em tampão acetato (C), NaOH 

(D) e em KCl (E) não se observou resposta significativa após a adição do analito. Diante disso, 

escolheu-se o tampão BR 0,1 mol L-1 como eletrólito de suporte ideal para determinação de 

ampicilina utilizando eletrodo de cobre. 
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Figura 7: Voltamogramas cíclicos do eletrodo de cobre em (A) tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0; (B) tampão 

BR 0,1 mol L-1 pH 7,0; (C) tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 4,5 (D) NaOH 0,1 mol L-1 e (E) KCl 0,1 mol L-1, (—) 

apenas no eletrólito de suporte e (—) na presença de AMP 1,0 mmol L-1, v = 50 mV s-1. 

 
 

5.1.2. Estudo do pH 

Experimentos voltamétricos também foram utilizados para verificar a influência do pH 

do meio sobre a resposta eletroquímica da AMP frente ao eletrodo de cobre e assim definir o 

melhor pH de trabalho. Para isso, tomando-se o mesmo eletrólito de suporte, variou-se o pH do 

meio entre 5 e 9. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 8. 
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Figura 8: Voltamogramas cíclicos obtidos com eletrodo de cobre (ϕ = 2,0 mm) em tampão BR 0,1 mol L-1 pH (A) 

5,0 (B) 6,0 (C) 7,0 (D) 8,0 e (E) 9,0; (—) antes e (—) após adição de 1,0 mmol L-1 de AMP, v = 50 mV s-1. 
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Por meio dos resultados pode-se observar um aumento crescente na Ipa em valores de pH 

entre 5,0 e 7,0 (Figura 8A, B e C), para valores de pH acima de 7,0 (Figura 8D e E) verifica-se 

que o sinal analítico diminui bruscamente. Isso pode ser melhor observado relacionando-se a 

variação da Ipa (ΔIpa) em função do pH, como mostrado na Figura 9. 

Por apresentar melhor resposta analítica para as condições estudadas, escolheu-se pH 7,0 

como sendo o meio ideal para realização das análises. Apesar das respostas obtidas em pH 5 e 

6, as análises tornam-se inviáveis nessas condições pois o antibiótico em estudo sofre 

degradação em meio ácido [28]. 
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Figura 9: Dependência da corrente de pico anódico (Ipa) e do potencial de pico anódico (Epa) em função da 
variação do pH. 

 

Observa-se ainda, de acordo com a Figura 9, um deslocamento linear do potencial de pico 

anódico (Epa) para valores menos positivos em função do aumento do pH, avaliando-se a 

inclinação da curva formada pelos picos, esta possui valor igual a 0,056 V, sendo bem próximo 

do valor teórico (0,059 V) para reações eletródicas onde o número de prótons é igual ao número 

de elétrons [50]. 

5.1.3. Seleção do potencial de trabalho 

O potencial de trabalho, ou seja, aquele que será aplicado de forma constante ao eletrodo 

de trabalho nos testes amperométricos, foi definido como sendo o potencial de pico anódico 

obtido nos testes voltamétricos. De acordo com a Figura 6 observa-se que o sinal analítico 

referente à presença de ampicilina possui um valor máximo em E = +0,025V, dessa forma esse 

foi o potencial escolhido para os testes BIA com detecção amperométrica. 

5.2. Análise por Injeção em Batelada com Detecção Amperométrica (BIA-AMPE) 

A partir dos resultados obtidos nos experimentos voltamétricos definiu-se alguns 

parâmetros a serem utilizados no sistema BIA, tais como: eletrólito de suporte, pH do meio e 

potencial de trabalho. A partir disso, otimizou-se os parâmetros específicos do sistema BIA. 
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5.2.1. Influência da agitação 

O primeiro parâmetro relacionado ao sistema BIA a ser avaliado foi a influência da 

agitação. Tal experimento foi executado injetando alíquotas de 100 µL da solução padrão de 

ampicilina 100 µmol L–1 avaliando-se o tempo necessário para que o sinal analítico retornasse 

à linha base. 

Verifica-se que nos experimentos realizados sob agitação (Figura 10b), após a formação 

do sinal transiente a corrente volta mais rapidamente à linha base quando comparado ao mesmo 

experimento realizado sem agitação (Figura 10a), proporcionando maior frequência analítica e 

consequentemente maior rapidez na execução do método. 

Figura 10: Influência da agitação do meio na obtenção do sinal analítico: (a) sistema em repouso e (b) sob agitação. 

 

 

5.2.2. Volume de injeção e vazão da micropipeta 

Posteriormente foram otimizados os demais parâmetros, sendo eles o volume de injeção 

e a vazão da micropipeta eletrônica. Os resultados para volume de injeção (Figura 11A) 

mostram que o sinal analítico aumenta proporcionalmente ao volume injetado, porém para 

volumes acima de 100 µL geram-se maiores valores de desvio padrão relativo (DPR), portanto 

a fim de obter melhores valores analíticos com menor DPR, o volume de injeção de 100 µL foi 

escolhido como sendo o volume ideal para os testes em BIA. 
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Figura 11: (A) Efeito da variação do volume de injeção (10 – 190 µL); (B) Efeito de variação da vazão, (a) 22,7 
µL s-1, (b) 45,4 µL s-1 e (c) 76,9 µL s-1,  para solução padrão de AMP 100 µmol L–1 em sistema BIA com detecção 
amperométrica em tampão BR (pH 7,0); E = +0,025 V; Vinj = 100 µL. 

 

Os resultados para vazão (Figura 11B) da micropipeta mostram que esse parâmetro não 

influencia significativamente nos valores de corrente, havendo uma pequena variação entre 

elas. Dessa forma, foi escolhido para os experimentos posteriores uma vazão de 76,9 µL s–1 

pois nele obteve-se menor valor de DPR entre as injeções. 

 

5.2.3. Repetibilidade e linearidade 

Um experimento de repetibilidade foi realizado com o objetivo de avaliar a precisão deste 

método, para este teste utilizou-se o mesmo valor de concentração do analito em todas as 

injeções, volume de injeção e vazão otimizados anteriormente. 

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram que não há variação significativa entre 

as correntes registradas para essas condições ao longo de 18 injeções, bem como um baixo valor 

de DPR (3,1%). A boa precisão do método pode ser justificada pela utilização de micropipeta 

eletrônica, pois esta possibilita a realização de injeções com volumes e velocidades 

extremamente precisos. Esses resultados atestam ainda o bom desempenho e a estabilidade do 

eletrodo de cobre. 

Já a linearidade da resposta eletroquímica foi avaliada realizando-se injeções de soluções 

padrão do antibiótico em ordem crescente e decrescente de concentração e em triplicata. Os 

resultados obtidos estão apresentados na Figura 13. 
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Figura 12: Resultado dos experimentos de repetibilidade do método BIA para sucessivas injeções (n=18) de 
ampicilina 100 µmol L–1 em tampão BR 0,1 mol L-1 pH 7,0 como eletrólito de suporte; E = +0,025V; Vinj = 100 
µL; vazão = 76,9 µL s–1. 

 

Figura 13: Curva de calibração construída a partir da obtenção do amperograma após adição de soluções padrão 
de ampicilina nas concentrações (a) 1,0; (b) 10,0; (c) 20,0; (d) 40,0; (e) 60,0 e (f) 100,0 µmol L–1. Inserido: 
Amperograma de BIA para análise de ampicilina. Parâmetros: eletrólito de suporte: tampão BR 0,1 mol L-1 pH 
7,0; potencial de trabalho: +0,025V vs Ag/AgCl/KClsat; Vinj: 100 µL. 

 

O sistema apresentou comportamento devidamente linear em toda faixa de concentração 

estudada com coeficiente de correlação adequado (R = 0,998 para concentrações decrescentes). 

Os coeficientes angular e linear foram respectivamente 0,0102 ± 0,0001 e 0,8258 ± 0,0096 e os 

limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram estimados com base nas seguintes 

fórmulas [33]: 
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LD =  3 x SbB                             LQ =  10 x SbB  

Onde: Sb = desvio padrão de dez leituras do branco; B = inclinação da curva de calibração 

Obtendo-se valores de 0,250 µmol L–1 para o limite de detecção e 0,832 µmol L–1 para 

limite de quantificação. 

O LD estimado é compatível com os demais métodos utilizados na determinação de 

AMP, como mostrado na Tabela 3, com exceção das técnicas cromatográficas, que 

normalmente apresentam LD’s e LQ’s inferiores às demais técnicas. Os métodos 

cromatográficos são empregados quando as concentrações de antibiótico na matriz são 

extremamente baixas, porém há a necessidade de um tratamento prévio da amostra além da 

utilização de solventes com elevado grau de pureza, isso demanda um custo elevado quando 

comparados às demais técnicas. 

Tabela 3: Comparação do desempenho do método proposto com resultados obtidos em trabalhos anteriores a. 

TÉCNICA PARÂMETROS FAIXA DE TRABALHO (µmol L-1) LD (µmol L-1) REFERÊNCIA 

AMP FDCMCPE 40,0 – 700 0,67 [11] 

VPD MIP/MWCNTs/AuNPs/Pt 0,01 – 5,00 1,00 [51] 

HPLC-UV FM: ácido fosfórico/acetonitrila 

FE: C18 3,0 µm (150 mm x 4,6 mm) 

λ: 220 nm 

0,538 – 0,808 - [26] 

HPLC-MS MP: ácido fórmico/acetonitrila 

SP: C18 2,5 µm (50 mm x 2,1 mm) 

2,69x10-6 – 1,34x10-6 2,42x10-6 [28] 

UV-VIS λ: 463 nm 5,38 – 215,4 4,03 [52] 

BIA WE: Cu 

SE: Tampão BR (pH 7,0) 

Ew: +0,025V 

1,00 – 100,0 0,25 Este trabalho 

aAMP – Amperometria. FDCMCPE - Eletrodo de pasta de carbono modificado com ácido ferrocenodicarboxílico. 
MIP/MWCNTs/AuNPs/Pt - Eletrodo de platina modificado com nanotubos de carbono, nanopartículas de ouro 
polímeros molecularmente impressos. VPD – voltametria de pulso diferencial. HPLC-UV – Cromatografia líquida 
de alta eficiência com detector ultravioleta. UHPLC-MS – Cromatografia líquida de ultra performance acoplado 
ao espectrômetro de massas. MP – Fase móvel. SP – Fase estacionária. WE – Eletrodo de trabalho. SE – eletrólito 
de suporte. UV-VIS – Espectrofotometria UV-Visível. Ew – potencial de trabalho. 

O método proposto por este trabalho pode ser aplicado para a determinação de 

ampicilina, uma vez a concentração desse antibiótico em formulações farmacêuticas está bem 

acima do valor de limite de quantificação aqui proposto. 

Considerando-se o tempo necessário para que o sinal analítico retornasse à linha de base, 

estimou-se a frequência analítica em 120 injeções h–1, tratando-se, portanto, de um método 

rápido quando comparado aos demais métodos. 
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5.2.4. Aplicação em amostra comercial do fármaco 

A exatidão do método BIA foi avaliada por meio de sua aplicação na determinação de 

AMP em amostra comercial do fármaco, para isso fez-se uso de uma curva de adição de padrão. 

Neste caso, preparou-se uma solução contendo apenas o conteúdo de uma cápsula do 

medicamento, sem necessidade de pré-tratamento, e realizou-se as medidas aumentando a 

concentração do padrão. A Figura 14 mostra os resultados obtidos nesse teste. 

Figura 14: (A) Amperograma BIA obtido para a curva analítica de adição de padrão da ampicilina (a) 10, (b) 20, 
(c) 30 (d) 40 µmol L-1 e (e) amostra de ampicilina em cápsula; E= +0,025 V vs Ag/AgCl/KClsat. (B) Curva de 
adição de padrão no sentido crescente de concentração do padrão (y = 0,09904x + 0,5642; r = 0,9948). 

 

Tomando-se a equação da reta pôde-se calcular a concentração de ampicilina na amostra 

de medicamento e consequentemente a massa desse composto contida em uma cápsula do 

antibiótico comercial, o valor obtido foi de 0,56 g, o que corresponde a 112% do teor de 

ampicilina indicado no rótulo do medicamento (0,50 g), este valor, apesar de estar acima do 

mostrado no rótulo, está dentro do limite permitido pela ANVISA para determinações 

quantitativas desse composto em formulações farmacêuticas, segundo esta, o valor determinado 

deve estar dentro da faixa compreendida entre 80% e 120,0% da concentração teórica do teste 

[23] [53]. 

5.3. Validação do método 

Como forma de validar os resultados obtidos por meio do método desenvolvido realizou-

se análises para quantificação de ampicilina na mesma amostra comercial utilizando a técnica 

de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e Espectrofotometria UV-Vis. 
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Os valores obtidos por ambas as técnicas comprovam a validade e aplicabilidade do 

método proposto. Os resultados para as análises obtidas por CLAE e UV-Vis estão apresentados 

na Figura 15. 

Figura 15: I - Cromatograma obtido com (a) solução padrão de ampicilina 6,7 mmol L-1, (b) e (c) amostras de 
ampicilina em cápsulas; λ = 220 nm.  II - Espectro de absorção de solução padrão de ampicilina 1,0 mmol L-1; 
Inserido: curva de calibração correspondente (R = 0,998). 

 

 

Os valores obtidos por meio de ambas as técnicas, referentes à massa de ampicilina 

contida em cada cápsula do medicamento, não diferem daqueles obtidos pelo método proposto 

nesse trabalho, como mostrado na Tabela 4. 

Tabela 4: Concentrações de ampicilina por cápsula obtidas pelo método BIA proposto, CLAE-UV 
Espectrofotometria UV-Vis. 

Cápsula de ampicilina  (g)        Erro relativo (%) 

Valor do rótulo BIA CLAE-UV UV-Vis E1 E2 

0,50 0,56 ± 0,062 0,57 ± 0,093 0,55 ± 0,062 + 1,8 − 1,8 

n = 3; nível de confiança de 95%; E1 = erro relativo entre BIA e CLAE-UV; E2 = erro relativo entre BIA e UV-

Vis. 

Por meio do teste t de student para dois grupos de medidas, com nível de confiança de 

95%, pôde-se concluir que o método BIA proposto é estatisticamente igual (tcalculado < ttabelado) a 

ambos os métodos descritos na literatura, sendo, portanto, indicado para análises de rotina. 

Esses resultados evidenciam ainda que a presença de partículas sólidas, provenientes 

dos excipientes, nas amostras do medicamento não interferiram nas medidas eletroquímicas, 
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destacando outra vantagem desta técnica, já que se trata de uma etapa indispensável em métodos 

ópticos e cromatográficos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Apresentou-se pela primeira vez, um método para determinação de ampicilina em 

fármacos utilizando eletrodo placa de circuito impresso de cobre em sistema BIA. O efeito de 

formação de complexo entre a ampicilina e os íons Cu(II) pôde ser explorado para obtenção do 

sinal analítico, sendo este proporcional à concentração do antibiótico. 

O método BIA proposto mostrou-se preciso, obtendo-se um valor de DPR igual a 3,1% 

ao longo de uma sequência de 18 injeções, exato, sendo comprovado comparando-se os 

resultados destes com análises feitas por técnicas já utilizadas, sensível, com LD e LQ iguais a 

0,25 e 0,83 µmol L-1 respectivamente e rápido, com uma frequência analítica de pelo menos 

120 injeções h-1. 

O método foi aplicado com sucesso na determinação de ampicilina em amostra do 

fármaco, e os resultados foram comparados com dois métodos reportados na literatura para 

determinação de ampicilina, CLAE-UV e espectrofotometria UV-Vis, os quais mostraram-se 

estatisticamente iguais, podendo então, ser utilizado em análises de rotina sem que haja a 

necessidade de preparo da amostra. 
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