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RESUMO 
 

SILVA, Rodrigo Amorim Bezerra. Caracterizações e aplicações analíticas de eletrodos compósitos 

modificados com Azul da Prússia e determinações simultâneas em sistemas de análise por injeção em 

batelada empregando somente um eletrodo de trabalho. Uberlândia: Instituto de Química, UFU, junho 

de 2012. Tese de doutorado. 

 

Esta tese apresenta algumas potencialidades dos sistemas de análise por 

injeção em fluxo (FIA) e análise por injeção em batelada (BIA) acopladas à detecção 

amperométrica para o desenvolvimento de métodos de rotina úteis em alguns setores 

industriais, como o alimentício, farmacêutico e de biocombustíveis. Nesta perspectiva, 

foi empregado um eletrodo compósito modificado com azul da Prússia na 

determinação de peróxido de hidrogênio em leite e antisséptico bucal. Além disso, um 

eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) foi usado em determinações 

simultâneas de fármacos presentes na mesma formulação farmacêutica (paracetamol 

e cafeína; dipirona e cafeína) e de três antioxidantes adicionados em biodiesel: terc-

butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT). 

O eletrodo compósito modificado com azul da Prússia foi construído a partir de 

um compósito fluído preparado em laboratório (grafite / adesivo epóxi / ciclohexanona 

/ partículas de azul da Prússia). Os melhores resultados foram obtidos quando o grafite 

modificado com azul da Prússia foi adicionado no compósito fluido em proporções de 

até 30 % (m/m). Este compósito modificado foi inserido em dois distintos materiais 

suporte: (1) ponteira de micropipeta ( = 1,6 mm, sensor “3 em 1”); (2) tubo de 

poliamida ( = 7,2 mm). Estes eletrodos foram utilizados em sistemas FIA e BIA e o 

peróxido de hidrogênio foi detectado seletivamente por detecção amperométrica. 

Empregando os dois sistemas eletroquímicos e adequadas condições experimentais 

(eletrólito: KCl 0,1 mol L-1 e tampão fosfato 0,05 mol L-1 (pH = 7,2); volume injetado: 

100 L; vazão (FIA): 16,7 L s-1; velocidade de injeção (BIA): 100 L s-1) foi obtida uma 

recuperação de peróxido próxima a 100 % nas amostras de leite e antisséptico bucal. 

Os métodos desenvolvidos por FIA e BIA apresentaram elevada frequência analítica 

(100 h-1 e 80 h-1) e baixos limites de detecção (0,8 mol L-1 e 0,19 mol L-1).  

 Em outra proposta, os procedimentos de determinação simultânea (fármacos e 

antioxidantes) foram baseados em análise por injeção em batelada com detecção 

amperométrica de múltiplos pulsos (BIA-MPA). Na determinação simultânea de 

paracetamol e cafeína, cada pulso de potencial otimizado foi aplicado em um eletrodo 



 

ii 

 

de BDD com um objetivo específico: a) + 1,20 V (40 ms): oxidação do paracetamol e 

quantificação seletiva; b) + 1,55 V (40 ms): oxidação de ambos os analitos. A cafeína 

pode ser quantificada subraindo-se as correntes obtidas em ambos os pulsos. 

Na determinação simultânea de dipirona e cafeína o mesmo esquema foi 

utilizado. Porém, os pulsos de potencial aplicados foram + 1,10 V e + 1,55V. As 

condições experimentais otimizadas na determinação dos fármacos foram: tampão 

acetato 0,1 mol L-1 (eletrólito suporte), volume injetado = 100 L, velocidade de 

injeção = 156 L s-1 e tempo de pulso de potencial: 40 ms. Nestas condições, o sistema 

BIA-MPA apresentou alta frequência analítica (160 injeções por hora), elevada precisão 

(DPRs < 2%, n = 10) e baixos limites de detecção (paracetamol: 1,72 mol L-1; cafeína: 

0,84 mol L-1; dipirona: 0,72 mol L-1). 

Para a determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT por BIA-MPA os seguintes 

pulsos de potencial foram aplicados sequencialmente no eletrodo de diamante 

dopado com boro: a) + 0,6 V (50 ms): oxidação do TBHQ e seletiva quantificação; b) + 

0,8 V (50 ms): oxidação de TBHQ e BHA sem a interferência de BHT; c) + 1,3 V (50 ms): 

oxidação de TBHQ, BHA e BHT. Simples expressões matemáticas e fatores de correção 

foram utilizados na obtenção das correntes de oxidação de cada analito. Na 

determinação simultânea destes compostos em biodiesel, uma solução mista de ácido 

clorídrico e cloreto de potássio 0,1 mol L-1 em 50 % de etanol (v/v) foi utilizada como 

eletrólito suporte. As condições experimentais otimizadas foram as seguintes: volume 

injetado = 200 L, velocidade de injeção = 256 L s-1 e velocidade de agitação = 2200 

rpm. Deste modo, o sistema BIA-MPA apresentou os seguintes resultados, 

respectivamente a TBHQ / BHA / BHT: limites de detecção de 2,30 µmol L-1 / 0,18 µmol 

L-1 / 0,54 µmol L-1, DPRs (n = 20) de 0,68 % / 0,99 % / 1,75 % e frequência analítica de 

120 injeções hora. Os resultados obtidos na determinação simultânea destes 

antioxidantes em biodiesel de soja demonstraram uma recuperação próxima a 100 % 

para TBHQ e BHA e próximo a 50 % para BHT. 

 

Palavras-chave: FIA, BIA, eletrodo compósito de grafite/epóxi, diamante dopado com 

boro, Azul da Prússia, peróxido de hidrogênio, leite, fármacos, antioxidantes sintéticos, 

amperometria de múltiplos pulsos, azul da Prússia, determinação simultânea. 



 

iii 

 

ABSTRACT 
 

SILVA, Rodrigo Amorim Bezerra. Characterizations and analytical applications of composite electrodes 

modified with Prussian blue and simultaneous determinations by batch injections analysis using a single 

working electrode. Uberlândia: Instituto de Química, UFU, junho de 2012. Doctorate thesis. 

 

 The present thesis demonstrates some potentialities of flow injection analysis 

(FIA) and batch injection analysis (BIA) coupled with amperometric detection to the 

development of routine methods applicable in industry (food, pharmaceutics and 

biofuels). In this way, a composite electrode modified with Prussian blue was used to 

determination of hydrogen peroxide in milk and antiseptic mouthwash. Moreover, a 

boron-doped diamond electrode was employed in simultaneous determinations of 

pharmaceutics presents in comercial tablets (paracetamol and caffeine; dipyrone and 

caffeine) and three biodiesel preservatives: tert-butylhydroquinone (TBHQ), butylated 

hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT). 

 The Prussian-blue bulk modified graphite-composite electrode was made from 

a fluid graphite-composite prepared in laboratory (graphite / epoxy adhesive / 

cyclohexanone / graphite modified with Prussian blue). The best results were obtained 

when the graphite modified with Prussian blue were added in the fluid composite in 

proportion of up to 30 % (m/m). This modified composite was inserted in distinct 

supporting materials: (1) micropipette tip ( = 1.6 mm, three-electrode-integrated 

sensor) and (2) polyamide tube ( = 7.2 mm). Respectively, these electrodes were 

used in FIA and BIA systems and hydrogen peroxide was selectively detected by 

amperometry. Employing both electrochemical systems and appropriate experimental 

conditions (supporting electrolyte: 0.1 mol L-1 KCl and 0.05 mol L-1 phosphate buffer 

solution (pH = 7.2); injected volume: 100 L; flow rate (FIA): 16.7 L s-1; dispensing rate 

(BIA): 100 L s-1), recovery values close to 100 % were obtained for milk and antiseptic 

mouthwash samples. The FIA and BIA methods showed high analytical frequency (100 

h-1 and 80 h-1) and low limits of detection (0,8 mol L-1 and 0,19 mol L-1).  

In another aim, the methods for simultaneous determinations (pharmaceutics 

and antioxidants) were based on batch injection analysis with multiple pulse 

amperometric detection (BIA-MPA). In the simultaneous determination of paracetamol 
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and caffeine, each optimized potential pulse was applied in sequence on boron-doped 

diamond working electrode for a specific purpose: a) +1.20 V (40 ms): paracetamol 

oxidation and selective quantification; b) +1,55 V (40 ms): oxidation of both 

compounds. Caffeine can then be quantified by subtraction of the currents obtained 

from both potential pulses and using a correction factor.  

In the simultaneous determination of dipyrone and caffeine the same strategy 

was employed. However, the potential pulses adopted were +1.1 V and +1.55V. The 

experimental conditions optimized to the analysis of pharmaceutics were: 0.1 mol L-1 

acetate buffer (supporting electrolyte), injected volume = 100 L and dispensing rate = 

156 L s-1. In these conditions, BIA-MPA presented high-throughput analysis (160 

injections per hour), elevated precision (RSDs < 2%, n = 10) and low limits of detection 

(paracetamol: 1.72 mol L-1; caffeine: 0.84 mol L-1; dipyrone: 0.72 mol L-1). 

 In the simultaneous determination of TBHQ, BHA and BHT by BIA-MPA, the 

following potential pulses were applied in the BDD working electrode: a) + 0.6 V (50 

ms): TBHQ oxidation and selective quantification; b) + 0.8 V (50 ms): TBHQ and BHA 

oxidations without interference of BHT; c) + 1.3 V (50 ms): oxidation of TBHQ, BHA and 

BHT. Simple mathematic equations (and correction factors) were used to obtain the 

currents of each compound. In the simultaneous determination of these compounds in 

biodiesel, hydroethanolic (50 % ethanol, v/v) containing 0.1 mol L-1 KCl + HCl solution 

was used as supporting electrolyte. The optimized experimental conditions were: 

injected volume: 200 L; dispensing rate: 256 L s-1; stirring rate of BIA cell: 2200 rpm. 

In these conditions, the BIA-MPA exhibited the following results, respectively to TBHQ 

/ BHA / BHT: limits of detection of 2.30 µmol L-1 / 0.18 µmol L-1 / 0.54 µmol L-1, RSD (n = 

20) of 0.68 % / 0.99 % / 1.75 % and analytical frequency of 120 injections per hour. 

After the simultaneous determination of these antioxidants in soybean biodiesel we 

obtained recovery close to 100 % to TBHQ and BHA and close to 50 % to BHT. 

 

Palavras-chave: FIA, BIA, graphite-epoxy composite working electrode, boron-doped 

diamond working electrode, Prussian blue, hydrogen peroxide, pharmaceutics, 

synthetic antioxidants, multiple pulse amperometry, simultaneous determinations. 
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1.1. Considerações Gerais 

 

Análises químicas são de vital importância em diversos setores industriais e 

áreas do conhecimento. Para isto, muitas vezes são usados os métodos instrumentais, 

que são basicamente baseados em três grandes grupos de técnicas: a espectroscopia, 

a cromatografia e a eletroquímica. No entanto, alguns equipamentos e reagentes 

utilizados nestas técnicas (principalmente na cromatografia) podem ser dispendiosos, 

tornando análises de rotina inviáveis em muitos laboratórios de pesquisa ou de 

empresas de pequeno porte.  

Algumas características devem estar presentes em metodologias analíticas para 

que sejam aplicáveis em qualquer laboratório, como: fácil automação, rapidez nas 

análises, mantendo adequada sensibilidade, seletividade, robustez, precisão e baixo 

custo. Neste sentido, as análises por injeção em fluxo (FIA – “Flow Injection Analysis”) 

[1] ou por injeção em batelada (BIA – “Batch Injection Analysis”) [2] satisfazem em 

quase sua totalidade estas características. Nos sistemas FIA, uma alíquota de amostra 

ou solução padrão é inserida em uma tubulação contendo uma solução transportadora 

com o fluxo direcionado no sentido de um detector. Nos sistemas BIA, esta alíquota é 

inserida diretamente sobre a superfície do detector, o que dispensa o uso de uma 

solução transportadora.  

Na literatura, os procedimentos por FIA e BIA são encontrados acoplados a 

diversas técnicas instrumentais de detecção. No entanto, a detecção eletroquímica 

oferece algumas vantagens frente à detecção espectroscópica ou análises 

cromatográficas, por exemplo: a) as medidas podem ser normalmente realizadas sem 

etapas de purificações ou separações prévias [3]; b) o analito pode interagir 

diretamente com a superfície do ET, tornando desnecessária a adição de reagentes [3]; 

c) a análise de materiais coloridos ou amostras contendo partículas sólidas dispersas é 

possível [3]; d) baixo custo de aquisição e manutenção dos equipamentos e materiais 

utilizados; e) possibilidade do uso de materiais alternativos e dispositivos 

miniaturizados em análises em campo. 

Dentre as técnicas eletroquímicas, a amperometria (convencional, pulsada e de 

múltiplos pulsos) é frequentemente utilizada. Na amperometria convencional, um 
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potencial é aplicado no eletrodo do trabalho (ET) durante um intervalo de tempo e 

então a corrente do processo redox (redução ou oxidação) de determinado analito é 

proporcional à sua concentração, desde que alguns parâmetros sejam mantidos 

constantes [3]. Na amperometria pulsada ou na amperometria de múltiplos pulsos 

(MPA, do inglês “multiple pulse amperometry”), dois ou mais pulsos de potencial 

podem ser aplicados de forma sequencial (ciclos sucessivos) no mesmo eletrodo em 

função do tempo. Portanto, é possível a criação de métodos mais versáteis, seja 

através da aplicação de potenciais de limpeza (reduzindo significativamente a 

passivação do ET, que é um problema frequentemente encontrado na detecção por 

amperometria convencional) ou a possibilidade da análise simultânea de dois analitos 

eletroativos contidos na mesma amostra [4]. A amperometria pulsada e a MPA são 

duas técnicas similares, a diferença básica está na aquisição do sinal de corrente. Na 

MPA, a leitura da corrente é possível em até 10 pulsos de potenciais diferentes 

(obtenção de 10 amperogramas diferentes “simultaneamente”), enquanto que na 

pulsada, somente um amperograma pode ser adquirido durante o experimento (o 

programa permite a aquisição de corrente em um pulso de potencial). 

A extensa variedade de métodos analíticos com detecção amperométrica se 

deve a vantagens como a elevada sensibilidade e enorme quantidade de compostos 

eletroativos existentes. Além disso, as células eletroquímicas podem ser adaptadas 

com maior facilidade em diferentes arranjos experimentais (sistemas convectivos, 

estacionários) e construídas em dimensões convencionais ou reduzidas (emprego de 

microcélulas e/ou ultramicroeletrodos para medidas em até nanolitros). 

Adicionalmente, uma variedade de eletrodos de trabalho pode ser utilizada em 

detecções amperométricas. Como exemplos clássicos se enquadram os eletrodos de 

mercúrio, carbono vítreo, ouro, cobre, de platina, entre outros [3, 5]. No entanto, mais 

recentemente, o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) [5] vem recebendo 

destaque por apresentar várias características desejáveis em um eletrodo de trabalho, 

como ampla janela de potenciais de trabalho, baixa contaminação da superfície, boa 

resistência à passivação e baixa corrente capacitiva. 

Outra classe de materiais largamente empregados são os eletrodos compósitos, 

que são preparados pela mistura de um polímero isolante com determinado(s) 



 

4 

 

material(is) condutor(es) de eletricidade. Com estes eletrodos podem ser obtidas 

características interessantes, como a renovação da superfície com um simples 

polimento [6], realização de análises em meios não-aquosos [7], e construção de 

eletrodos em dimensões reduzidas [8, 9]. Além disso, é possível a inserção de 

modificadores químicos e/ou biológicos no corpo do eletrodo, de forma a promover o 

aumento da seletividade e sensibilidade do mesmo, além da possibilidade da 

renovação da superfície de um eletrodo modificado através de um simples polimento 

[6, 10] (o que não é possível num eletrodo modificado somente na superfície). 

 Dentre os modificadores que podem ser adicionados a determinado eletrodo 

compósito se destacam os complexos formados por ânions de hexacianoferrato (HCF) 

com metais de transição. Estes materiais são interessantes para serem empregados 

em eletroquímica devido às suas propriedades catalíticas, eletrocrômicas e de troca 

iônica [11]. Vários metais ou óxidos metálicos em distintos estados de oxidação (Fe, Cr, 

Cd, Ni, RuO, etc.) podem ser utilizados na síntese de diferentes HCFs [11]. Dentre 

estes, o mais usado é o hexacianoferrato de Fe (ou “Azul da Prússia”), devido ao baixo 

custo, rápida síntese e excelente atividade catalítica para a redução de O2 e H2O2. 

 Nos capítulos posteriores são apresentados alguns aspectos teóricos e práticos 

sobre análises por Injeção em Fluxo (FIA) e em batelada (BIA) com detecção 

amperométrica, eletrodos compósitos, sensores baseados em azul da Prússia, 

eletrodos de diamante dopado com boro e análises simultâneas. Além disto, para cada 

assunto será abordada uma breve revisão bibliográfica. 

 

1.2. Análise por injeção em fluxo (FIA, do inglês ”Flow injection analysis”)  

 

 A técnica FIA foi divulgada pela primeira vez em 1975 por Ruzicka e Hansen [1]. 

Estes autores propuseram um sistema no qual era possível realizar análises químicas 

de maneira contínua, de forma que as medidas fossem realizadas rapidamente e com 

menor manipulação de amostras. Nesta técnica, realiza-se a injeção de uma amostra 

líquida em um fluxo transportador contínuo, que é constituído por uma solução 

adequada. A amostra injetada forma uma zona que posteriormente atravessa uma 

célula em fluxo, onde um detector medirá continuamente o parâmetro físico 
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desejado [1]. Resultados reprodutíveis e confiáveis podem ser obtidos em FIA, desde 

que as condições iniciais (vazão, volume injetado e dimensões do sistema) 

permaneçam inalteradas até o final do experimento. 

 Um arranjo experimental típico de um sistema FIA de linha única é composto 

basicamente por três componentes: sistema de propulsão dos líquidos, injetor de 

amostras e detector [12]. Na Figura 1 é apresentado o esquema geral de um sistema 

FIA de linha única e o perfil dos sinais analíticos obtidos. 

 

 

Figura 1. (A) Disposição dos componentes de um sistema FIA típico de linha única. 

(B) Esquema do gradiente de concentração das amostras (ou padrões) criado em 

distintos momentos no fluxo transportador com os (C) sinais analíticos obtidos.  

 

 O sistema propulsor (Figura 1A) serve para impulsionar o líquido transportador 

da amostra (ou solução padrão), que é injetada durante o movimento deste fluxo. 

Fluídos podem ser transportados através das tubulações do sistema FIA por distintos 

mecanismos físicos. Propulsores de bomba de pistão, propulsão a gás, fluxo 

gravitacional, bombas peristálticas e bombas de membrana são alguns sistemas 

possíveis para movimentar a solução transportadora em uma tubulação. Porém, a 

bomba peristáltica é o propulsor mais utilizado, devido a maior versatilidade relativa 

(vazão constante gerada, controle da vazão por sistemas computadorizados, controle 

da vazão em várias tubulações simultaneamente, etc.). No entanto, as vazões 
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produzidas pelas bombas peristálticas são pulsadas, o que pode gerar ruídos nos 

detectores, principalmente nos eletroquímicos. Neste sentido, sistemas de propulsão 

alternativos que utilizam a pressão gerada por outras bombas (de membrana, por 

exemplo) são mais indicados [13]. Neste sistema, o acoplamento de uma coluna 

d’água possibilita maior comodidade na variação e controle da vazão [14]. É 

importante lembrar que bombas peristálticas mediante o uso de amortecedores de 

pulsos (“pulse damper”) em linha também permitem a obtenção de vazões com 

reduzida pulsação [15]. 

 O injetor (Figura 1A) introduz a amostra ou solução padrão no sistema em fluxo. 

O sistema de introdução empregado deve ser capaz de inserir um determinado volume 

de amostra na solução transportadora de maneira reprodutível e sem alterar a vazão 

do sistema FIA. Normalmente, nos sistemas FIA convencionais, volumes injetados são 

normalmente da ordem de 50 a 300 L. Dentre os injetores mais utilizados [16], o 

injetor manual do tipo proporcional construído em Piracicaba (Cena-USP) é usado em 

nosso grupo de trabalho [17]. 

 O detector é responsável pela quantificação do analito conduzido pela solução 

transportadora. Este componente deve interagir de maneira física ou química com o 

analito de interesse. Os dados obtidos são armazenados e tratados em sistemas de 

registro apropriados (p. ex. softwares instalados em computadores) conectados ao 

detector. Os primeiros trabalhos envolvendo FIA empregavam detecção 

espectrofotométrica, porém, hoje são encontrados na literatura trabalhos com 

detecção por espectrometria de absorção atômica (AAS), espectrometria de emissão 

atômica (ICP-AES), fluorimetria, quimioluminescência, potenciometria, voltametria e 

amperometria [18, 19], entre outros. Os detectores eletroquímicos apresentam 

algumas vantagens em relação aos demais, como o baixo custo de implementação, alta 

sensibilidade e relativa simplicidade (podem ser construídos em laboratório comum). 

Dentre estes, os detectores amperométricos são bastante utilizados [20].  

 Em amperometria, um potencial constante (amperometria convencional) ou dois 

ou mais pulsos de potencial (MPA ou amperometria pulsada) é (são) aplicado (s) no ET 

e uma reação de oxidação e/ou redução do analito de interesse deve ocorrer. As 

correntes referentes a estas conversões redox são monitoradas e podem ser 
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relacionadas com a concentração dos respectivos analitos [3]. Além disso, na maioria 

dos casos são utilizados sistemas de linha única (Figura 1A), devido à direta e 

instantânea conversão do analito na superfície do eletrodo de trabalho (ET). Portanto, 

a introdução de reatores e confluências (normalmente utilizados para a derivatização 

dos analitos) é geralmente desnecessária quando este tipo de detecção é empregada. 

Nesta técnica, uma célula eletroquímica contendo os eletrodos de trabalho, de 

referência (ER) e auxiliar (EA) normalmente é utilizada. No entanto, quando as 

dimensões do ET são micrométricas, a célula eletroquímica pode ter somente o ET e de 

referência (ER), pois a corrente gerada no sistema é tão pequena (na ordem de nA) 

que não gera uma variação significativa no potencial do ER.  

 Desvantagens da detecção amperométrica (emprego de eletrodos sólidos) estão 

relacionadas às modificações que ocorrem na superfície do ET durante as medidas. Em 

alguns casos, produtos da reação redox do analito ou constituintes das amostras 

podem adsorver na superfície do ET. Este fenômeno, conhecido como envenenamento 

ou passivação do eletrodo provoca a gradual diminuição da corrente monitorada, 

devido à proporcional redução da área disponível no ET. No entanto, trabalhos 

recentes vêm propondo maneiras de contornar este problema. Uma das alternativas 

emprega a técnica MPA, que torna possível aplicar alternadamente pulsos de 

potenciais de detecção e limpeza em função do tempo (tempo de duração de cada 

pulso na ordem de milissegundos). Esta estratégia pode possibilitar a remoção 

eletroquímica destes contaminantes da superfície do eletrodo ou mesmo impedir que 

a adsorção ocorra [4, 21]. Ainda explorando a MPA, é possível adicionar um padrão 

interno (PI) nas amostras e soluções padrão, de modo que o seu sinal seja detectado 

em potencial diferente do analito. Se a área disponível do ET diminui gradativamente, 

as correntes das duas espécies (analito e PI) também diminuem. Porém, a razão entre 

o sinal do analito e do PI permanece praticamente constante [22]. Outras estratégias 

podem ser utilizadas, como através do emprego de um ET que apresente reduzida 

contaminação (diamante dopado com boro, por exemplo) ou que tenha fácil 

renovação da superfície por simples polimentos mecânicos (eletrodos compósitos).  

 Em sistemas FIA, o perfil dos sinais obtidos são picos transientes (Figura 1C2) e 

suas características (largura e altura) são dependentes das condições peculiares de 
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cada sistema. Para a compreensão do perfil destes picos é necessário verificar os 

fenômenos que ocorrem quando a amostra entra em contato com a solução 

transportadora. No momento da injeção da amostra líquida no percurso analítico, toda 

a zona da amostra está na mesma concentração (Figura 1B1). Porém, durante o 

percurso entre o injetor e o detector, a alíquota da amostra é submetida à chamada 

dispersão (Figura 1B2), que é proveniente devido ao atrito da solução com as paredes 

das tubulações e da difusão de concentração da zona que contém a amostra que 

permanece em contato com a solução transportadora. Este fenômeno explica os perfis 

transientes dos picos obtidos em qualquer sistema FIA (Figura 1C2). No entanto, as 

condições de cada sistema FIA (distância percorrida pela amostra, vazão, volume 

injetado, diâmetro interno do tubo) devem ser otimizadas de forma a minimizar tanto 

quanto possível a dispersão. Na ausência total de dispersão, os sinais obtidos seriam 

picos transientes simétricos e sem distorções (Figura 1C1) [12].  

 Os sistemas FIA iniciaram um novo ramo de pesquisa em Química Analítica. A 

partir do trabalho publicado por Ruzicka e Hansen (1975) até hoje foram encontrados 

na literatura (Web of Science, tópico "flow injection analysis") aproximadamente oito 

8000 publicações científicas, sendo em torno de 1240 com detecção amperométrica. 

Estes sistemas se tornaram populares devido a várias características interessantes, 

como a baixa intervenção do analista, baixo consumo de reagentes, pequeno tempo 

de análise, simplicidade operacional, versatilidade, alta precisão e reprodutibilidade, 

além de um baixo custo de implantação. Algumas variações em relação ao sistema FIA 

de linha única, tal como FIA com confluências, com zonas coalescentes, 

monossegmentado, com reamostragem, parada de fluxo (“stopped flow”) e cinética 

diferencial não são comuns quando é utilizada a detecção amperométrica. Por isso, 

discussões acerca das mesmas fogem ao objetivo desta tese. Uma vasta bibliografia 

abordando o tema FIA pode ser localizada na literatura [12, 20, 23-27]. 

 

1.3. Análise por injeção em batelada (BIA: do inglês “Batch injection analysis”) 

 

BIA é uma técnica analítica divulgada pela primeira vez em 1991, através de um 

trabalho publicado por Wang e Taha [2]. Nesta técnica, diferentemente dos sistemas 
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FIA, a solução de análise é injetada diretamente na superfície do eletrodo de trabalho 

(configuração “wall jet”) localizado numa célula eletroquímica contendo um grande 

volume de eletrólito suporte e inerte (célula BIA). Na Figura 2 é apresentado o 

diagrama esquemático de uma célula BIA convencional.  

 

Figura 2. Esquema de uma típica célula de BIA. a) Recipiente da célula; b) ET; c) ER; d) 

EA; e) Ponteira de micropipeta do injetor; f) Solução do eletrólito suporte; g) Barra 

magnética (opcional). 

 

Numa célula BIA, o ET é posicionado na direção oposta à da injeção (Figura 1b), 

ou seja, ele se encontra numa posição invertida em relação à posição normalmente 

utilizada em células eletroquímicas. Para a injeção das soluções de análise pode ser 

utilizada uma micropipeta convencional ou uma micropipeta eletrônica [28]. 

Entretanto, a última fornece maior precisão, pois as condições (volume e 

principalmente velocidade de injeção) são programadas eletronicamente; deste modo, 

operadores com pouca (ou nenhuma) experiência podem efetuar as injeções no 

sistema de forma reprodutível. A ponteira da micropipeta é acomodada em um orifício 

(localizado na tampa da célula) posicionado na direção exatamente oposta (frontal) ao 

ET, de modo que todas as injeções sejam feitas com a mesma distância entre a 

ponteira e a superfície do ET (Figura 2e). O ET pode ser movido para cima ou para 

baixo, de modo a ajustar a melhor distância entre a superfície do eletrodo e a ponteira 

da micropipeta. Em outros dois orifícios localizados na tampa da célula são fixados o 

ER (Figura 2c) e EA (Figura 2d). Opcionalmente pode também ser inserida uma barra 

magnética (Figura 2g) para acelerar o transporte de massa no interior da célula. Por 
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último, é adicionada a solução do eletrólito suporte em volume suficiente para que os 

três eletrodos tenham contato elétrico entre si. 

Os primeiros trabalhos publicados empregando BIA utilizavam como técnica de 

detecção a amperometria convencional (potencial constante) [2, 28-30]. Nestes 

trabalhos, os sinais obtidos são picos transientes, tal como os obtidos em FIA (sendo 

que a altura ou área dos picos é proporcional à concentração do analito). Este perfil de 

sinal é explicado por alguns fenômenos observados nos diferentes momentos da 

injeção. Antes da injeção (Figura 3a), observa-se uma corrente constante referente ao 

eletrólito suporte (ausência de transferência eletrônica na interface eletrodo/solução); 

no início da injeção (Figura 3b) existe o aumento abrupto da corrente, referente à 

conversão redox do analito (oxidação ou redução) que está sendo transportado 

mecanicamente (micropipeta eletrônica) até a superfície do ET; no final da injeção 

(Figura 3c) é alcançado um valor máximo de corrente (patamar de corrente – Imáx), que 

permanece constante durante um pequeno intervalo de tempo; após o fim da injeção 

ocorre uma forte queda na corrente (Figura 3d), que é referente a mudança do 

transporte mecânico (micropipeta) para o transporte de massa por difusão. Nesta 

etapa, o analito começa a ser diluído pelo eletrólito suporte (difusão de concentração) 

até que se restabeleçam as condições iniciais do equilíbrio existente antes da injeção 

(Figura 3e). Esta remoção do analito da superfície do ET (“lavagem”) pode ser 

acelerada através de agitação magnética (Figura 2g). 

Algumas condições de trabalho típicas de sistemas BIA com detecção 

amperométrica são:  

 Células com volume total entre 10,0 e 200,0 mL;  

 Volume de injeção de 100 L, pois geralmente a Imax é facilmente atingida com 

este volume injetado (para ET com diâmetro de 2 ou 3 mm). Assim, a injeção de 

volumes maiores causa somente o alargamento do pico devido ao maior 

período de injeção do analito.  

 Distância entre a superfície do ET e a ponteira da micropipeta de 2 mm. O 

emprego de distâncias menores provoca efeitos de retorno (fluxo reverso) e 

distâncias maiores causam um aumento da dispersão da zona de amostra [30]. 
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Figura 3. Picos obtidos no sistema BIA com detecção amperométrica convencional e as 

etapas de injeção: (a) antes da injeção; (b) durante a injeção; (c) final da injeção; 

(d) diluição do analito (“lavagem do ET”); (e) re-estabelecimento do equilíbrio inicial. 

Analito: paracetamol 50 mol L-1; Velocidades de injeção: (A) 25 L s-1; (B) 42 L s-1; (C) 

58 L s-1. Volume injetado: 100 L. Potencial aplicado: +1,20 V. 

 

Os sistemas BIA e FIA possuem várias características em comum, como: elevada 

frequência analítica, baixo consumo de amostras e reagentes, elevada sensibilidade e 

repetibilidade adequada no procedimento de injeção (em BIA, com o uso de pipeta 

eletrônica) [31]. Além disso, o fenômeno de passivação ou contaminação do ET é 

menor em relação aos sistemas em batelada, devido ao tempo relativamente curto de 

contato entre o analito e a superfície do eletrodo [32]. No entanto, a técnica BIA é 

menos versátil quando a derivatização do analito se faz necessária. Esta limitação 

ocorre devido a curta distância entre o injetor e o detector, minimizando o tempo em 

que o reagente e o analito permanecem em contato. Nestes casos, a cinética da reação 

entre o reagente adicionado no eletrólito e o analito deve ser suficientemente alta 

para que a reação ocorra. No entanto, num sistema BIA com detecção eletroquímica, a 

seletividade a um dado analito pode ser alcançada na superfície do ET [31]. Neste 

sentido, o emprego dos eletrodos quimicamente modificados (CME) tem sido objeto 

de estudo [33-38].  

Apesar destas limitações, os sistemas BIA apresentam algumas vantagens em 

relação aos sistemas FIA: 
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 Geralmente apresentam melhor sensibilidade, pois a amostra é submetida a 

mínimos efeitos de dispersão no momento da injeção (ausência de fluxo 

transportador em direção ao ET) [31, 39];  

 Possibilidade de injeção das amostras sem prévia diluição no eletrólito suporte, 

pois a força iônica da solução permanece praticamente inalterada (um volume 

pequeno de solução amostra é injetada em meio a uma solução de eletrólito de 

volume muito superior) [2]; 

 Geração de um menor volume de resíduos; 

 Nos sistemas BIA não existem bombas (peristálticas ou de membrana), válvulas 

ou tubulações (tal como FIA). Portanto, problemas associados a vazamentos, 

formação de bolhas no sistema e variações na vazão são minimizados [31]; 

 Os arranjos experimentais utilizados em BIA são mais simples e robustos; 

 As células de BIA podem ser miniaturizadas, pois o perfil hidrodinâmico da 

injeção “wall jet” elimina a necessidade de uma enorme diluição, logo células 

com menores volumes de trabalho podem ser utilizadas [40]; 

 Metodologias adequadas para o desenvolvimento de métodos de análise em 

campo (metodologias portáteis). 

 

1.3.1. Aplicações – BIA 

 

Numa revisão bibliográfica realizada no portal de periódicos “Web of Science” 

em janeiro de 2012, nota-se que após 21 anos de divulgação do sistema BIA, poucas 

publicações foram encontradas. Digitando a palavra-chave “batch injection analysis” 

no portal ISI web of science foram localizados apenas 85 trabalhos (pesquisa por 

tópico). Esta pesquisa está detalhada na Figura 4. Basicamente, os trabalhos que 

empregam BIA com detecção eletroquímica podem ser divididos em dois grupos:  

 

1. Determinações com detecção potenciométrica ou amperométrica:  

Nestes trabalhos, os sinais obtidos são picos transientes (seção 1.3). Estão 

incluídos alguns trabalhos com eletrodos íon-seletivos para a detecção 

potenciométrica de cloreto em água [2, 31] e em produtos derivados de carne bovina 
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[41], ácido acetilsalicílico em formulações farmacêuticas [42], íons mercúrio em água 

[43] e uso de três eletrodos íon-seletivos na análise multi-elementar de sódio, cálcio e 

potássio em água mineral [44]. Além destes também estão incluídos trabalhos para a 

detecção amperométrica de ácido ascórbico em sucos de fruta [45], íons mercúrio em 

águas residuais (CME) [33], fosfato em água do mar [46], glicose em soluções 

parenterais (CME) [35], peróxido de hidrogênio em cosméticos (CME) [36] e em água 

de chuva [47], hidrazina (CME) [38] e butil-hidroxi-anisol (BHA) em biodiesel [48]. 

Publicações sobre a análise de drogas como o ácido acetilsalicílico [49], paracetamol 

(CME) [34], salbutamol [50], bisulfito de sódio (CME) [37] e isoniazida [51] em 

formulações farmacêuticas também foram encontradas.  

 

 

Figura 4. Número de artigos publicados desde 1991 até fevereiro de 2012 no banco de 

dados do portal ISI Web of Science com a palavra-chave “batch injection analysis”.  

 

2. Determinações simultâneas com detecção voltamétrica:  

Neste grupo, o perfil dos sinais obtidos por voltametria de onda quadrada 

(SWV, do inglês “square wave voltammetry”) ou voltametria de pulso diferencial (DPV, 

do inglês “differential pulse voltammetry”) é semelhante aos obtidos com estas 

técnicas em sistemas estacionários. A maioria das publicações está relacionada à 

determinação simultânea de metais pesados (Cd2+ e Pb2+) em matrizes ambientais [39, 

52-55] e forenses [56]. Nestes trabalhos, as injeções das amostras são realizadas 
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durante a etapa de deposição (pré-concentração) dos metais na superfície do ET. 

Desta forma, o tempo de deposição máximo empregado foi de 60 s, pois tempos 

superiores não geravam melhora na sensibilidade (procedimento de injeção 

relativamente curto). A etapa de redissolução é idêntica à utilizada em procedimentos 

com células eletroquímicas tradicionais. 

  

Publicações que também devem ser consideradas são as que descrevem a 

análise por injeção em batelada capilar (CBIA, do inglês “Capillary Batch Injection 

Analysis”) [57, 58]. Trata-se de uma versão do BIA miniaturizada, na qual os volumes 

da célula e os de injeção foram reduzidos a 1,0 mL e 100,0 nL, respectivamente. Na 

CBIA são utilizados ultramicroeletrodos e injeções são realizadas através de capilares e 

micro-seringas. Em 2004, um artigo de revisão sobre o tema (BIA) foi publicado por 

Quintino e Angnes [32]. Neste trabalho, os autores descrevem os principais aspectos 

relacionados ao sistema BIA, como os princípios da técnica, detectores utilizados e os 

trabalhos publicados até então. Um dos objetivos desta revisão é a divulgação dos 

sistemas BIA que até então haviam sido pouco explorados. No entanto, apenas vinte 

trabalhos foram encontrados na literatura após a publicação deste artigo. Detalhes 

sobre os o sistema BIA são muito bem discutidos na tese de doutorado de Maria do 

Socorro Maia Quintino [59]. 

 

1.4. Eletrodos compósitos 

 

 Um eletrodo compósito é definido como um eletrodo formado por um material 

misto que contém um ou mais materiais condutores de eletricidade e um material 

aglutinante não condutor [6]. As propriedades elétricas do compósito dependem da 

natureza de cada componente, suas quantidades relativas e sua distribuição. A 

resistência elétrica é determinada pela conectividade das partículas condutoras na 

matriz polimérica [6]. As propriedades mecânicas dependem fundamentalmente da 

natureza do polímero. Cada componente possui uma característica, enquanto o 

material compósito distingue em suas características químicas, mecânicas e físicas das 

apresentadas pelos constituintes isolados.  
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 O eletrodo compósito mais conhecido é o eletrodo de pasta de carbono. Neste 

material, o carbono em diversas formas alotrópicas (p. ex. grafite, fulereno, nanotubos 

de carbono, carbono vítreo) é misturado com um polímero líquido e viscoso (p.ex. óleo 

mineral) [60], de forma a obter um eletrodo moldável, compacto e pouco solúvel em 

água. No entanto, este material resultante possui um pequeno tempo de vida útil, 

devido a uma relativa baixa resistência do óleo. Na investigação de eletrodos 

compósitos mais robustos, outros polímeros aglutinantes podem ser utilizados. Neste 

sentido, podem ser encontrados trabalhos propondo o uso de PVC [61, 62], teflon [63, 

64], polietileno [65], poliestireno [66], nafion [67], acetato de celulose [68, 69], 

borracha silicone [70, 71] e adesivo epóxi [72, 73]. Além disto, foi verificado que 

algumas resinas epóxi e a borracha silicone podem também ser utilizadas em medidas 

eletroquímicas em meios orgânicos [7].  

Na literatura, dois procedimentos básicos de preparação de compósitos 

condutores na confecção de eletrodos são apresentados. No primeiro, o condutor e o 

aglutinante são misturados manualmente na ausência de solvente orgânico [73, 74]. 

No segundo, as duas fases são misturadas na presença de um solvente orgânico, 

permanecendo então fluídos. Estes materiais, também conhecidos como tintas 

condutoras são largamente empregados na fabricação de eletrodos impressos [75]. 

Após a preparação do material compósito, os eletrodos podem ser confeccionados 

com diferentes configurações. Normalmente, os compósitos sem solvente são 

confeccionados pelo empacotamento mecânico (por pressão) do material em 

determinado molde. Após atingir o tempo de cura (tempo para estabelecimento das 

propriedades finais do material), tem-se o material compósito em dimensões 

definidas. Este objeto, normalmente chamada de tarugo, é então aderido a 

determinado suporte de eletrodo [74]. Eletrodos preparados com materiais 

compósitos fluídos apresentam uma confecção relativamente simples. Neste 

procedimento, o material fluido é esparramado no molde do eletrodo e após a cura e 

polimento, tem-se o eletrodo pronto para ser utilizado. No entanto, estas tintas 

condutoras são geralmente adquiridas de empresas especializadas, assim informações 

sobre a composição estão normalmente protegidas por patentes. Poucos protocolos 

da fabricação de tintas elaboradas em laboratório, chamadas de “homemade inks”, 
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podem ser localizados na literatura [68, 69] e consistem na mistura de acetato de 

celulose, ciclohexanona, acetona e pó de grafite.  

Recentemente, o nosso grupo de pesquisa publicou uma nota técnica 

descrevendo um protocolo de preparação de um compósito fluido constituído de 

grafite, ciclohexanona e adesivo epóxi [76]. Este material apresentou fluidez, 

resistência mecânica e condutividade adequada para a construção de eletrodos 

posicionados em ponteiras de micropipeta [9] e em células microfluídicas [8]. Na 

literatura pode ser encontrado o uso de eletrodos compósitos de grafite e adesivo 

epóxi com diversas finalidades analíticas, como na fabricação de eletrodos 

convencionais [74], dispositivos com arranjo de microeletrodos de grafite [72], 

detectores para eletroforese em microchips [77], material suporte para a formação de 

filmes metálicos in situ [78] e suporte para a construção de biossensores [79], 

imunossensores [80] e genossensores [81]. Mais recentemente este eletrodo 

compósito (modificado com nanopartículas metálicas) foi empregado em uma língua 

eletrônica utilizada na classificação de amostras de vinho [82]. 

Em resumo, o emprego de eletrodos compósitos pode ser vantajoso, devido à 

fácil regeneração da superfície através de simples polimento, fabricação de eletrodos 

com resistência mecânica e/ou a solventes não aquosos, custo de fabricação 

relativamente baixo, boa durabilidade e possibilidade de imobilização de 

modificadores no corpo do eletrodo (não somente na superfície) [6]. Mais detalhes 

sobre o assunto podem ser encontrados na literatura [83, 84].  

Com a finalidade da construção de sensores eletroquímicos, ou seja, eletrodos 

seletivos a determinadas espécies, a imobilização de modificadores no ET (biológicos 

e/ou sintéticos) que interajam especificamente com determinado analito alvo tem sido 

objeto de estudo de inúmeros grupos de pesquisa. Dentre estes modificadores, o 

grupo dos materiais hexacianoferratos (HCF’s) tem sido bastante utilizado, devido 

principalmente à excelente atividade eletrocatalítica para diversos analitos de 

interesse biológico e ambiental. Especificamente, o hexacianoferrato de ferro será 

discutido na seção 1.5. 
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1.5. Sensores modificados com azul da Prússia (FeHCF) 

 

O hexacianoferrato de ferro (III) ou Azul da Prússia (AP) é um complexo 

inorgânico formado entre ânions hexacianoferrato (Fe(CN)6
4–) e cátions férricos (Fe3+). 

Este material, que foi descoberto acidentalmente pelo artista alemão Diesbach em 

1704, é o composto de coordenação mais antigo relatado na literatura [11]. Nesta 

época, este material foi utilizado como pigmento de tintas. Porém, atualmente 

conhece-se um amplo uso deste material em química analítica (p.ex. troca iônica, 

dispositivos eletrocrômicos e eletroquímicos). Desde a sua descoberta, complexos 

formados por ânions hexacianoferratos com outros metais (p. ex. cobre, níquel, 

cobalto, molibdênio, vanádio, óxido de rutênio) são objetos de estudo na área de 

sensores eletroquímicos [85]. De maneira genérica, estes materiais são conhecidos 

como hexacianoferratos (HCF’s).  

 O AP possui a estrutura de uma zeólita, sendo constituído de uma rede 

polimérica de grupos cianeto e íons Fe2+ e Fe3+ alternados em uma estrutura cúbica de 

face centrada. Esta rede possui alguns defeitos, locais intersticiais e buracos nos quais 

contra-cátions e outras espécies moleculares podem ser intercarcalados [11].  

O AP existe sob a forma “solúvel” (KFeIIIFeII(CN)6) e a forma “insolúvel” 

(FeIII
4[FeII(CN)6]3). Apesar destas formas serem pouco solúveis em água (Kps ≈1x10-40), 

este termo se refere à facilidade da formação de soluções coloidais. No entanto, o 

voltamograma cíclico destas duas formas de AP é idêntico. Conforme observado na 

Figura 5 (adaptada de artigo publicado por Koncki R.) [11]), este composto apresenta 

dois pares de picos, que são referentes a duas reações redox reversíveis: redução para 

branco da Prússia (BP, chamado sal de Everitt) e oxidação para amarelo da Prússia 

(AmP) através de uma forma de valência intermediária chamada de verde da Prússia 

(VP) ou verde de Berlin. O par de picos observado em potenciais mais baixos (≈ +0,2 V) 

resulta da redução/oxidação do Fe3+/Fe2+ não coordenado, enquanto que o outro em 

potenciais maiores (≈ +1,0 V) é correspondente à reação redox do par Fe3+/Fe2+ 

coordenado com grupos cianeto [11].  
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Figura 5. Voltamograma cíclico ilustrativo do FeHCF nos diferentes estados de 

oxidação: BP (branco da Prússia), AP (azul da Prússia) e AmP (amarelo da Prússia). 

Ilustração adaptada do artigo de revisão publicado por Koncki [11]. 

 

 Apesar da paridade no voltamograma cíclico da Figura 5, existem distintos 

mecanismos propostos para as duas formas do AP. Para o AP “solúvel”, têm-se as 

seguintes reações reversíveis [86]:  

 

Redução:   KFeIIIFeII(CN)6 (AP) + e– + K+  K2FeIIFeII(CN)6 (BP)                    (1) 

Oxidação:  KFeIIIFeII(CN)6 (AP)  FeIIIFeIII(CN)6 (AmP) + e– + K+                   (2) 

 

 Para o AP “insolúvel”, as reações reversíveis abaixo são propostas [87]: 

 

Redução:  FeIII
4[FeII(CN)6]3 (AP) + 4e– + 4K+  K4FeII

4[FeII(CN)6]3 (BP)           (3) 

Oxidação:   FeIII
4[FeII(CN)6]3 (AP) + 3X–  FeIII

4[FeIII(CN)6]3X3 (AmP) +3e–       (4) 

 

Nos mecanismos de redução propostos, existe a incorporação de cátions no AP 

"solúvel" (1) e "insolúvel" (3). A oxidação envolve a perda de cátions na forma 

"solúvel" (2) ou a incorporação de ânions na forma "insolúvel" (4). As conversões redox 

entre Fe2+/Fe3+ que ocorrem na estrutura zeolítica permitem que o fluxo de cátions 

passe por entre os canais e buracos dos sólidos da estrutura do HCF. Estes íons 

promovem a compensação de carga [11]. Durante estes processos, cátions com 

pequeno raio hidratado penetram livremente no HCF, enquanto outros cátions com 
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maiores raios hidratados podem bloquear estas conversões [11]. Por exemplo, foi 

demonstrado que a compensação de carga no AP é realizada facilmente por íons K+, 

Rb+, Cs+ e NH4
+. No entanto, íons com maior raio hidratado (Na+, Li+ e H+ e todos os 

cátions do grupo II) bloqueiam a sua atividade eletroquímica [88]. Além disto, todas 

estas mudanças nos estados de oxidação do ferro são acompanhadas da alteração de 

cor (branco, azul, verde), por isto, o uso deste em dispositivos eletrocrômicos. 

Em 1984, Itaya e colaboradores [89] demonstraram a principal aplicação 

analítica do AP. Neste trabalho foi demonstrado que o branco da Prússia (forma 

reduzida do AP) tem um efeito catalítico para a redução do oxigênio molecular e 

peróxido de hidrogênio. Este efeito foi atribuído à morfologia do AP. Os pequenos 

canais da estrutura zeolítica do AP (diâmetros de canal de aproximadamente 0,32 m) 

permitem a difusão de moléculas de baixo peso molecular, tal como O2 e H2O2. No 

entanto, atualmente sabe-se que além deste efeito de “exclusão por tamanho”, existe 

um efeito catalítico do íon Fe2+ (não complexado) para a redução do H2O2. Estes íons 

existem na forma BP, que pode ser obtida pela aplicação de potenciais menores que 

+ 0,2 V no ET (Figura 5). A Figura 6 ilustra esquematicamente este efeito catalítico.  

 

 

Figura 6. Esquema do mecanismo de redução catalítica do H2O2 nos sensores de AP. 

 

Como pode ser observado, o H2O2 é reduzido enquanto o BP (FeIIFeII) é oxidado 

à AP (FeIIIFeII). O produto de redução do H2O2 depende do pH do meio: Em meio ácido, 

a redução gera moléculas de água, e em meio neutro, o produto é o íon hidroxila 

(OH-) [90]. Como indicado na Figura 5, a redução eletrocatalítica do H2O2 ocorre 

mediante a aplicação de um baixo potencial (≈ 0,0 V), o que permite a obtenção de 

boa seletividade, pois neste potencial poucas espécies apresentam eletroatividade. 
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Além disto, nestes sensores, a constante de redução do H2O2 tem a mesma ordem de 

magnitude da enzima peroxidase. Devido a isto (seletividade e atividade catalítica), o 

AP pode ser considerado uma “peroxidase artificial” [91]. Além disto, é importante 

salientar que os mediadores inorgânicos podem ser mais vantajosos do que os 

enzimáticos, devido ao custo reduzido e superior estabilidade operacional. 

Segundo a literatura, os sensores modificados com AP (e seus análogos) são 

normalmente preparados de dois modos: deposição eletroquímica em solução com a 

formação de filmes na superfície de eletrodos sólidos [92, 93] ou a incorporação de 

partículas de AP em eletrodos de pastas de carbono [94] ou em tintas usadas para a 

confecção de eletrodos impressos [95]. Comparando-se alguns trabalhos sobre o tema 

[96] foi verificado que os sensores preparados com a eletrodeposição dos filmes de AP 

são mais sensíveis à peróxido do que os sensores contendo partículas de AP 

incorporadas ao corpo do eletrodo, devido, provavelmente, a um maior excesso 

superficial () de AP nestes eletrodos. No entanto, os eletrodos contendo partículas de 

AP no corpo do eletrodo apresentam maior estabilidade em diferentes pHs. Além 

disto, em caso de uma possível contaminação da superfície, estes sensores podem 

recuperar a atividade catalítica inicial com um simples polimento, pois o compósito 

atua como um reservatório de AP.  

A tendência atual em relação aos sensores baseados em AP está na sua síntese 

em escala nanométrica, merecendo destaque a técnica “layer by layer”. Na literatura 

podem ser encontradas publicações que empregam substratos de óxidos mesoporosos 

(de diâmetro nanométrico) [97] e nanotubos de carbono [98]. Nestes trabalhos foi 

observada uma melhoria na sensibilidade, estabilidade e reprodutibilidade dos 

transdutores. Além disto, o comportamento destes sensores depende basicamente da 

quantidade das camadas depositadas e da grande área superficial das partículas de AP 

construídas em escala nanométricas.  

Os sensores baseados em AP são altamente indicados na determinação de 

peróxido de hidrogênio. Entretanto, outras moléculas (p.ex. glicose, lactato, sacarose, 

etc) também podem ser detectadas empregando os eletrodos de AP. Neste caso, estes 

biosensores devem conter as enzimas oxidases específicas à molécula de interesse, 
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que liberam H2O2 como produto da reação da molécula com a enzima. Logo, a 

detecção de H2O2 pelo mediador de AP quantifica indiretamente esta molécula [96].  

 

1.6. Eletrodos de filme de diamante dopado com boro (BDD)  

 

 O diamante é uma forma alotrópica do carbono formado por ligações simples 

(hibridização sp3) entre carbonos numa geometria tetraédrica, possuindo propriedades 

únicas como alta condutividade térmica, dureza, resistividade, força de flexão e inércia 

química. Devido a estas e outras propriedades, o diamante (natural ou sintético) é 

usado em diversos setores tais como o mecânico, eletrônico, óptico, espacial, médico e 

eletroquímico (desde que dopado) [99].  

O primeiro filme de BDD foi obtido por Poferl et al. [100] em 1973, sendo este 

preparado pela técnica de deposição química a partir da fase vapor (CVD, do inglês 

“chemical vapor deposition”). Este método está baseado na deposição de um filme de 

diamante sobre diferentes substratos (inclusive o diamante), a partir da ativação de 

uma fase gasosa introduzida em um reator. Na composição da fase gasosa devem estar 

presentes moléculas fontes de carbono (tais como metano, metanol, acetona, etanol, 

etc.) para a formação do diamante, além do boro ou seus derivados (tal como B2H6), 

responsáveis pelo aumento da condutividade do material. Usualmente o diamante é 

dopado com boro em níveis que vão do intervalo de 500 a 10.000 ppm.  

Alguns parâmetros devem ser analisados na construção de um eletrodo de 

filme de BDD. Na preparação dos filmes é importante considerar a mistura gasosa e o 

substrato utilizados, o nível de dopagem e o método de deposição utilizado. Na etapa 

de construção do eletrodo deve-se verificar o contato elétrico entre o substrato e o 

suporte de eletrodo, que deve ter menor resistência ôhmica possível. Além disto, o 

mesmo deve estar bem vedado nas bordas de forma que somente o BDD fique em 

contato com a solução de medida, evitando possíveis infiltrações da solução no 

suporte, o que prejudica o contato elétrico entre o BDD e o suporte. Informações 

detalhadas em relação ao histórico da produção de filmes de BDD, técnicas de síntese, 

empresas fabricantes, métodos de caracterização do filme de BDD (elétrica, estrutural 
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e morfológica) podem ser encontradas num artigo de divulgação publicado por Barros 

et al. [99] e outro por Luong et al. [101]. 

Os eletrodos de filme de BDD apresentam propriedades para aplicação em 

eletroquímica e eletroanalítica superiores a outras formas de carbono (grafite, carbono 

vítreo, carbono pirolítico, etc.), tais como: (1) baixa corrente capacitiva (corrente de 

fundo), (2) ampla janela de potencial em meio aquoso, (3) rápida cinética de 

transferência de elétrons em vários sistemas redox, (4) fraca adsorção molecular (baixa 

passivação) e (5) resistência à corrosão [102].  

No entanto, o desempenho eletroquímico dos filmes de BDD é altamente 

dependente das condições de pré-tratamento (limpeza e/ou ativação) do eletrodo. Na 

literatura [5] podem ser encontrados procedimentos por polimento mecânico (sem 

eficiência), lavagem ácida seguida de hidrogenação por CVD, limpeza com isopropanol, 

tratamento térmico e polarização eletroquímica. Dentre estas, a mais utilizada é a 

polarização eletroquímica devido à sua simplicidade e eficiência. Nesta, o eletrodo em 

meio ácido é polarizado anodicamente ou catodicamente em potenciais (ou correntes) 

extremos para promover a geração de oxigênio ou hidrogênio molecular, 

respectivamente. Concomitantemente à geração de cada respectivo gás, a superfície 

do BDD permanece funcionalizada com hidrogênio ou oxigênio terminais, que podem 

aumentar o desempenho analítico a determinado grupo de moléculas. Até o início da 

última década, a ativação considerada padrão para o eletrodo de BDD era anódica em 

meio ácido (tampão Britton–Robinson) [103, 104]. No entanto, em 2004, Suffredini et 

al. [105] demonstraram um melhor desempenho eletroquímico na resposta a 

clorofenóis (aumento da reversibilidade, sensibilidade e estabilidade) em função do 

tratamento catódico (- 3,0 V por 30 min em meio de Na2SO4 + H2SO4 0,5 mol L-1) em 

substituição ao tratamento anódico. Posteriormente, esta melhora promovida pela 

ativação catódica foi também observada por Medeiros et al. [106] na resposta 

eletroquímica dos antioxidantes fenólicos BHA e BHT. 

 

1.6.1. Eletrodos de filme de BDD - Aplicações eletroanalíticas e perspectivas: 

O primeiro trabalho utilizando filmes de BDD em aplicações em eletroquímica 

foi publicado em 1993 [107]. Neste trabalho, Swain e Ramesham divulgaram as já 
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citadas propriedades do eletrodo de BDD (baixas correntes de fundo, reduzida 

contaminação, ampla faixa de trabalho). Obviamente, devido às suas propriedades 

únicas, os eletrodos de filme de BDD despertaram a atenção de vários grupos de 

pesquisa no mundo. Após aproximadamente vinte anos da publicação deste trabalho, 

na internet (Web of Science) podem ser encontrados vários trabalhos sobre estudos e 

aplicações do eletrodo de BDD nas áreas de eletroanalítica e eletrocatálise (≈ 1000 

publicações), conforme apresentado na Figura 7. Além disso, o número de artigos 

publicados é crescente a cada ano. Em um recente artigo de revisão, Luong et al. [101] 

apresentam algumas perspectivas em relação aos eletrodos de filme de BDD, como: a) 

modificação da superfície do BDD com nanopartículas metálicas e/ou filmes 

eletropolimerizados para conferir novas características e aumentar o desempenho dos 

eletrodos (p.ex. aumento do transporte de massa, acréscimo de efeito catalítico para 

oxidação/redução de alguma molécula, etc.); b) funcionalização da superfície de BDD 

com biomoléculas para o estímulo em futuras aplicações bioanalíticas; c) Uso de BDD 

na elaboração de nano-dispositivos. Além disto, neste trabalho está presente uma 

ampla revisão bibliográfica voltada para a aplicação de eletrodos de filmes de BDD na 

detecção de vários compostos orgânicos e inorgânicos, bem como o uso de BDD como 

detector amperométrico em sistemas FIA, HPLC e CE (capilar e em microchips).  

 

 

Figura 7. Número de artigos publicados desde 1993 até fevereiro de 2012 no banco de 

dados do portal ISI Web of Science com a palavra-chave “boron-doped diamond” 

(pesquisa por tópico). Filtros da pesquisa: “chemistry” and “electrochemistry”.  
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1.7. Determinações simultâneas com detecção eletroquímica  

 

 Uma perspectiva presente no desenvolvimento de novos métodos de análise se 

refere à possibilidade de determinações simultâneas, ou seja, a análise de mais de um 

componente na amostra numa mesma operação experimental. Neste sentido, as 

metodologias nas quais os constituintes são previamente separados são amplamente 

utilizadas, tal como cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês “high 

performance liquid chromatography”) ou a cromatografia gasosa (GC, do inglês “gas 

cromatography”). No entanto, estas técnicas são dispendiosas, tanto na aquisição dos 

equipamentos como na realização das análises devido ao uso de solventes de grau 

espectroscópico (HPLC) ou gases ultrapuros (GC). Neste sentido, separações por 

eletroforese capilar (CE, do inglês “capillary electrophoresis”) apresentam vantagens 

em relação às separações cromatográficas. Além disso, determinações simultâneas 

sem etapa prévia de separação em coluna também podem ser localizados na 

literatura. Nesta perspectiva, podem ser encontrados trabalhos baseados em detecção 

espectrofotométrica com tratamento dos dados por técnicas quimiométricas (PCR, PLS 

ou calibração multivariada) [108-111] ou técnicas eletroquímicas, que geralmente 

apresentam maior simplicidade, possibilidade de automação, baixo custo e fácil 

tratamento dos resultados. 

Na literatura podem ser encontrados trabalhos de determinação simultânea 

empregando diferentes técnicas eletroquímicas. Dentre estes podemos citar a 

potenciometria para análise dos íons cálcio, potássio e sódio [44], ácido peracético e 

peróxido de hidrogênio [112] e Cr(III)/Cr(VI) [113], as voltametrias de pulso (SWV e 

DPV) para a determinação de ácido ascórbico e cafeína [114], paracetamol e cafeína 

[115, 116], paracetamol e ácido úrico [117], cafeína e aspirina [118], BHA e BHT [119], 

catecol e hidroquinona [120, 121], ácido ascórbico e sulfito [122], dopamina e ácido 

ascórbico [123], biamperometria para determinação de nitrito e nitrato [124] e a 

amperometria de múltiplos pulsos acoplada a sistemas de análises por injeção em 

fluxo (FIA-MPA), para a análise de glicose e frutose [125], paracetamol e ácido 

ascórbico [126], dipirona e paracetamol [127], BHA e BHT [128], paracetamol e cafeína 

[129], ácido ascórbico e aspirina [130] e o par nitrito/nitrato [131]. 
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A detecção por MPA é disponibilizada pelo software GPES, que controla os 

potenciostatos comercializados pela empresa Metrohm - Eco Chemie. Este software 

permite aplicar de 2 até 10 pulsos de potencial de forma seqüencial no mesmo 

eletrodo de trabalho, sendo possível a aquisição da corrente em cada pulso de 

potencial (o que corresponde à aquisição de até 10 amperogramas distintos 

“simultaneamente”). O programa permite o controle da quantidade, sequência e do 

tempo (mínimo de 30 ms) dos pulsos de potencial aplicados ao ET. Diferentes 

estratégias (esquemas) podem ser adotadas dependendo da natureza das espécies 

oxidadas e/ou reduzidas no ET. Por exemplo, Santos et al. [127] determinaram 

simultaneamente dipirona e paracetamol empregando um eletrodo de carbono vítreo 

e a seguinte sequência de pulsos de potenciais:  

 + 0,40 V/100 ms: detecção de dipirona sem interferência do paracetamol; 

 + 0,65 V/100 ms: oxidação de ambos os compostos (paracetamol e dipirona); 

 0,00 V/200 ms: determinação indireta de paracetamol através da redução da 

N-acetil-p-benzoquinoimina gerada no pulso de potencial anterior; 

 - 0,05 V / 400 ms: limpeza do eletrodo de trabalho. 

Silva et. al. [129] determinaram simultaneamente paracetamol e cafeína com 

eletrodo de BDD utilizando os pulsos abaixo: 

 + 1,20 V/50 ms (E1): paracetamol é oxidado sem a interferência da cafeína; 

 + 1,55 V/50 ms (E2): ambos os compostos são oxidados, sendo que a corrente 

de oxidação da cafeína é obtida por subtração da corrente detectada em E2 e E1 

(normalizada por um fator de correção); 

 + 0,40 V/200 ms: limpeza do eletrodo de trabalho.  

Estas variáveis devem ser escolhidas basicamente em função do mecanismo 

eletroquímico de cada espécie na superfície do ET. É importante salientar que em FIA-

MPA, os parâmetros (vazão, volume injetado, etc) podem ser alterados para melhorar 

as características do sistema (aumento da sensibilidade, eliminação da interferência do 

produto da reação redox de um analito no potencial de detecção de outro analito, etc). 

As análises com detecção por FIA-MPA apresentam vantagens como elevada 

frequência analítica, boa precisão e possibilidade de constante limpeza eletroquímica 

do ET durante as medidas, através da aplicação de um ou mais pulsos de potencial 
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onde não ocorre reação redox (potencial de limpeza). Esta estratégia minimiza a 

passivação do ET gerada pela adsorção de eventuais produtos de reação redox, que é 

uma das principais limitações do uso da amperometria de potencial constante. 

Informações a respeito dos aspectos teóricos da detecção por FIA-MPA são 

pouco divulgadas na literatura, o que obviamente contribui para a baixa quantidade de 

trabalhos publicados empregando esta técnica. Buscando aumentar a popularidade da 

detecção por FIA-MPA, recentemente Santos et al. [4] publicaram um artigo de 

revisão, no qual são abordados alguns aspectos teóricos, potencialidades 

(determinação simultânea, análises indiretas, inserção de padrão interno para 

correção de variáveis do sistema em fluxo, etc.) e revisão bibliográfica sobre o tema 

FIA-MPA. Em outras revisões [18, 132, 133] estão reunidas informações sobre os 

modos de determinação simultânea em vários sistemas em fluxo com detecção 

eletroquímica (com ou sem separação prévia em coluna).  

  

1.8. Informações sobre os compostos e amostras avaliados na tese  

 

1.8.1. Determinação de peróxido de hidrogênio em amostras de antiséptico bucal e 

leite empregando eletrodo compósito modificado com azul da Prússia: 

  

Devido à excelente atividade eletrocatalítica do AP para H2O2, bem como 

estabilidade, tempo de vida e custo bastante vantajoso frente aos sensores 

enzimáticos, vários trabalhos empregando este modificador na determinação seletiva 

de H2O2 foram desenvolvidos [92-94, 134-137]. A determinação de peróxido é 

importante, pois é utilizado com diversas finalidades e em diferentes setores da 

economia. Devido ao seu alto poder oxidante (Eo
red = 1,77 V na forma molecular e Eo

red 

= 2,8 V na forma do radical .OH), este é utilizado em processos oxidativos avançados 

(POA), agente branqueador nas indústrias de papel e celulose e têxteis, anti-séptico 

em produtos de higiene e conservante em produtos lácteos, dentre outros [138].  

Especificamente na indústria de laticínios, a determinação de peróxido é de 

grande importância, pois este atua como preservativo no leite e derivados. Um 

preservativo é qualquer composto químico ou qualquer processo industrial que, 
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quando adicionado no leite retarda alterações causadas pelo crescimento de 

microorganismos, que podem alterar o sabor ou aparência física do mesmo [139]. Em 

muitos países, a prática de adicionar peróxido no leite ainda é permitida. No entanto, 

de acordo com a legislação brasileira (ANVISA), a adição de H2O2 ao leite é proibida em 

qualquer concentração, portanto, o H2O2 é classificado como adulterante em leite. Em 

2007, o leite ainda cru estava sendo adulterado com altas quantidades de peróxido de 

hidrogênio, o que foi considerado impróprio para consumo humano, conforme laudo 

realizado por um laboratório do Ministério da Agricultura. Além disto, suspeita-se que 

até hoje adulterações desta natureza ainda ocorram em horários onde os órgãos 

fiscalizadores não atuam. A ingestão de altas concentrações de peróxido pode causar 

irritação gastrointestinal e até óbito [140]. No entanto, a ingestão de baixas 

quantidades não é nociva, pois rapidamente o peróxido é degradado pela catalase 

presente no intestino delgado [140]. 

Na literatura foram encontrados dois trabalhos recentes sobre a detecção de 

H2O2 em leite empregando sensores de AP. Em um destes, sensores voltamétricos 

descartáveis de filmes de AP associados a métodos quimiométricos tornaram possível 

a criação de uma língua eletrônica capaz de identificar a presença de peróxido de 

hidrogênio no leite [93]. Em outro, um eletrodo de filme de AP coberto com Nafion 

foi utilizado na detecção amperométrica de peróxido em leite [137].  

 

1.8.2. Determinação simultânea de paracetamol/cafeína e dipirona/cafeína em 

formulações farmacêuticas com eletrodo de diamante dopado com boro 

 

O paracetamol (PA), acetaminofeno ou N-(4-hidroxifenil)etanamida (IUPAC) é 

um fármaco com propriedades analgésicas e antipiréticas (antitérmicas), bastante 

utilizado em formulações farmacêuticas com capacidade de combater a dor e a febre, 

sem a geração de problemas gástricos [141]. Além disso, por ter ação similar ao ácido 

acetil salicílico (aspirina), é um fármaco alternativo para pacientes intolerantes a 

aspirina [141]. A atuação no organismo é realizada pela inibição da síntese das 

prostaglandinas, as quais são mediadores celulares responsáveis pelo aparecimento da 

dor e da febre [141]. Atualmente, é um dos analgésicos mais utilizados no mundo, 



 

28 

 

porém possui um alto potencial hepatotóxico, não devendo ser utilizado mais que 

4000 mg diárias (8 comprimidos de 500 mg). O PA pode ser encontrado nas formas de 

cápsulas, comprimidos, gotas, xaropes e injetáveis [142].  

Dipirona sódica (DI), metamizol sódico ou 1-fenil-2,3-dimetil-5-pirazolona-4-

metilaminometano sulfonato de sódio (IUPAC) é um fármaco utilizado principalmente 

como analgésico e antipirético. É conhecida popularmente como dipirona, 

novalgina, neosaldina (dentre outros) e é comercializada na forma de solução oral, 

injetável e de comprimidos. A DI tem o uso restrito em alguns países (como os Estados 

Unidos e a Suécia), sendo extremamente popular no Brasil, devido ao seu forte efeito 

analgésico e baixo custo [143]. A restrição imposta à DI nestes países (p.ex. Estados 

Unidos) está relacionada com a descoberta de uma doença chamada de 

agranulocitose [144]. No entanto, até o momento não foi comprovada a relação direta 

da incidência desta enfermidade com exposição à DI, que pode estar também 

associada a outros fármacos ou agentes químicos. Assim como o PA, a DI é 

metabolizada no fígado e é inibidora das prostaglandinas.  

 A cafeína (CA) ou 1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6(3H,7H)-diona (IUPAC) é uma 

substância classificada como alcalóide do grupo das xantinas. A cafeína está presente 

em algumas plantas, bebidas (café, chá e refrigerantes do tipo cola) e em 

medicamentos. A ingestão de cafeína em doses terapêuticas provoca dilatação dos 

vasos periféricos e estimula o coração, aumentando a sua capacidade de trabalho. 

Além disto, apresenta efeito diurético e estimula o sistema nervoso central [145]. 

Devido a estas propriedades, a cafeína é adicionada em formulações farmacêuticas 

para atuar em conjunto com outras drogas, de maneira a aumentar a absorção do 

princípio ativo pelo organismo [146]. Atualmente, no mercado podem ser encontradas 

formulações contendo cafeína juntamente com um ou mais de um dos seguintes 

compostos: ácido ascórbico, paracetamol, dipirona, aspirina, diclofenaco, carisoprodol, 

orfenadrina, isomepteno, taurina, propifenazona e fenindamina [147]. Quando estes 

medicamentos são utilizados, geralmente se recomenda uma dose diária de 200 mg de 

cafeína [148]. As estruturas químicas e as fórmulas moleculares dos fármacos 

paracetamol, dipirona e cafeína são apresentadas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Alguns dados estruturais e propriedades físicas do PA, DI e CA [149] 

 Paracetamol Dipirona sódica Cafeína 

Fórmula estrutural 

   

Fórmula molecular C8H9NO2 C13H16N3O4SNa C8H10N4O2 

Massa molar* 151,16 311,36 194,19 

Solubilidade em água** 12,75 solúvel 20,00 

* Massa molar em g mol-1; ** Solubilidade em água (em g L-1) a 20 oC. 

 

  De acordo com Santos et al. [150], o desenvolvimento de métodos analíticos 

para a determinação de fármacos é extremamente importante para obter a 

autenticidade dos produtos farmacêuticos introduzidos no mercado. Segundo a 

farmacopéia americana, na análise de formulações que contenham dois ou mais 

fármacos, HPLC com detecção no ultravioleta (UV) é considerado método padrão. No 

entanto, devido ao elevado custo destes equipamentos e dos solventes de alta pureza 

(grau espectroscópico), estas análises ficam impossibilitadas em laboratórios com 

pouco recurso financeiro (tal como as farmácias de manipulação). 

 

1.8.3. Determinação simultânea de TBHQ/BHA/BHT em biodiesel com eletrodo de 

diamante dopado com boro 

 

O terc-butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno 

(BHT) estão entre os antioxidantes sintéticos mais utilizados em amostras que 

contenham alto teor de lipídios. Assim, eles podem ser adicionados em alimentos 

gordurosos como a maionese, a margarina, a manteiga, o creme vegetal, óleos e em 

combustíveis oleosos, tal como o biodiesel. A escolha de qual(is) antioxidante(s) que 

será(ão) adicionado(s) em uma amostra deve considerar a estabilidade deste(s) nas 

condições que a mesma será armazenada ou submetida (material do reservatório, 

exposição ao ar, temperatura, luz, etc.). As estruturas e alguns dados destes 

compostos fenólicos são fornecidos na Tabela 2. 
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Tabela 2. Estruturas e algumas propriedades físicas do TBHQ, BHA e BHT [149] 

 TBHQ BHA BHT 

Fórmula estrutural 

 
  

Fórmula molecular C10H14O2 C11H16O2 C15H24O 

Massa molar* 166,22 180,24 220,35 

Solubilidade em água Levemente solúvel Insolúvel Insolúvel 

Solubilidade em etanol Solúvel  Solúvel Pouco solúvel 

Solubilidade em gordura Solúvel Solúvel Solúvel 

* Massa molar em g mol-1;  

 

Segundo a ANVISA, antioxidante é a substância que retarda o aparecimento de 

alteração oxidativa de lipídios, ou seja, exerce efeito conservante em matrizes 

gordurosas. Do ponto de vista químico, estes antioxidantes (naturais ou sintéticos) 

exercem um papel significativo no retardamento da oxidação dos lipídios, através da 

interrupção das reações em cadeia dos radicais livres envolvidos na autoxidação, que 

são a forma mais comum de deterioração de gorduras [151]. Esta interrupção se dá 

através da formação de radicais mais estáveis com os antioxidantes, que são 

estabilizados pela ressonância dos anéis aromáticos presentes na estrutura dos 

antioxidantes fenólicos [152]. A degradação destes lipídios (principalmente de ésteres 

poliinsaturados) é induzida pela ação da luz, temperatura e/ou oxigênio molecular 

[151]. Uma forma comum de reconhecer estes produtos de degradação 

(hidroperóxidos, ácidos orgânicos, etc.) se dá pelo aparecimento do gosto e cheiro de 

ranço, além do aumento da viscosidade da amostra. No biodiesel, a formação destes 

produtos insolúveis pode ocasionar problemas de acúmulo de depósitos e 

entupimento do sistema de injeção de combustível no motor [153].  

Independente da amostra oleosa, estes antioxidantes sintéticos (TBHQ, BHA e 

BHT) podem ser adicionados individualmente ou em conjunto, devido à combinação 

do potencial antioxidante de cada componente [154]. Na literatura, podem ser 

encontrados trabalhos nos quais é avaliada a estabilidade oxidativa de biodiesel de 
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soja em função da adição de TBHQ, BHA e BHT individualmente ou misturados, através 

da medida do período de indução [155-157]. Nestes trabalhos, estes períodos de 

indução são avaliados em função da concentração de cada antioxidante (adicionados 

individualmentes ou em conjunto) em biodiesel de soja (200 a 8000 mg kg-1) e da 

temperatura (100 a 130 oC). O período de indução é o tempo decorrente até a 

detecção dos ácidos orgânicos voláteis, gerados através do método Rancimat. Neste 

método, a amostra oleosa é submetida a um fluxo de ar em elevadas temperaturas 

(100 a 130 oC) para acelerar a oxidação, formando inicialmente os hidroperóxidos e 

por último os ácidos voláteis. Estes ácidos são detectados através da mudança da 

condutividade da água destilada contida em outro recipiente. Segundo a norma EN 

14214, o valor mínimo de período de indução é de 6 h [153].  

 No Brasil, a quantidade de antioxidantes adicionados em alimentos é limitada 

pela ANVISA, que restringe a quantidade de TBHQ e BHA ao nível de 200 mg kg-1 e de 

100 mg kg-1 para o BHT [158]. Estas limitações foram impostas devido a suspeita do 

potencial carcinogênico destes compostos (observado em experimentos com animais 

de laboratório). Devido à produção de biodiesel ser relativamente recente, ainda não 

existe uma lei regulamentando as quantidades limites de antioxidantes adicionados no 

biodiesel. 

Segundo Takemoto et al. [159], na literatura são encontrados diversos 

trabalhos para a análise quantitativa destes antioxidantes sintéticos em óleos e 

gorduras, sendo que a maioria emprega HPLC e GC, com uma separação prévia e 

posterior quantificação. Devido à eletroatividade dos grupos fenólicos presentes 

nestes antioxidantes em superfícies de eletrodos de carbono, foram propostos na 

literatura alguns métodos eletroquímicos para a determinação simultânea de até dois 

antioxidantes em alimentos [106, 128]. Ainda não existem trabalhos na literatura 

sobre a determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT em biodiesel com detecção 

eletroquímica. No entanto, foram encontrados trabalhos com a determinação 

individual de TBHQ [160, 161] e BHA [48]. 
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1.9. Justificativas 

 

O desenvolvimento de métodos analíticos baseados em análise por injeção em 

batelada (BIA) mostra-se interessante, devido à possibilidade de se combinar as 

vantagens inerentes de um sistema FIA (rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade, etc.) 

num sistema mais robusto e portátil (passível de ser utilizado fora do laboratório). No 

entanto, conforme apresentado na seção 1.3.1, o sistema BIA foi pouco explorado até 

o momento. Logo, esta realidade abre inúmeras possibilidades para o 

desenvolvimento de novos métodos de análise química que sejam reconhecidos pela 

alta frequência analítica, robustez e simplicidade operacional. Estas características são 

muitas vezes desejadas numa análise de rotina ou em laboratórios com carência 

financeira para aquisição de equipamentos dispendiosos (tal como HPLC, por exemplo) 

e custeio de analistas com alto grau de treinamento. Nesta perspectiva, a combinação 

de sistemas BIA com detecção eletroquímica (amperométrica) que utilize eletrodos 

robustos e reprodutíveis (de compósitos condutores rígidos, filme de diamante dopado 

com boro, por exemplo) pode oferecer uma alternativa bastante viável às análises 

químicas convencionalmente realizadas em diversos setores da economia, tal como o 

de combustíveis, alimentício, farmacêutico, dentre outros. 
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1.10. Objetivos 

 

O presente doutoramento apresentou duas propostas gerais:  

1.  Determinação amperométrica de peróxido de hidrogênio empregando eletrodo 

compósito contendo partículas de azul da Prússia no corpo do eletrodo 

(modificação “bulk”);  

2.  Determinação simultânea de três distintos grupos de analitos encontrados em 

formulações farmacêuticas (PA e CA; DI e CA) e em amostras de biodiesel e 

alimentos (TBHQ, BHA e BHT).  

 

Nestas duas propostas, buscou-se o desenvolvimento de procedimentos de 

análise por injeção em fluxo (FIA) e análise por injeção em batelada (BIA), devido à 

simplicidade, rapidez e baixo custo por análise. Os objetivos específicos relacionados a 

estas duas propostas são listados na tabela abaixo.  

 

Proposta 1 Proposta 2 

 Imobilização de azul da Prússia (AP) no 

compósito fluído de grafite; 

 Caracterização dos eletrodos construí-

dos com o compósito modificado com AP; 

 Aplicação das microcélulas de ponteira 

(modificadas com AP) como dispositivos 

seletivos para H2O2 em sistemas FIA; 

 Aplicação do ET compósito modificado 

com AP no sistema BIA para a 

determinação de H2O2 em leite. 

 

 Estudo do comportamento eletro-

químico de cada analito (PA, DI, CA, 

TBHQ, BHA e BHT) no eletrodo de BDD; 

 Otimizações das variáveis do sistema 

BIA (volume injetado, velocidade de 

injeção e velocidade de agitação do 

eletrólito) e da detecção por MPA 

(sequência e tempo de aplicação dos 

pulsos de potencial); 

 Determinação simultânea de PA/CA e 

DI/CA em formulações farmacêuticas e de 

TBHQ/BHA/BHT em biodiesel. 
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2.1. Materiais, reagentes, soluções e pré-tratamento das amostras 

 

A maioria dos materiais empregados na construção dos microdispositivos pode 

ser facilmente adquirida. Dentre estes são relacionados: adesivo epóxi Araldite® 24 h 

profissional Brascola, PVC de tubulações Tigre®, adesivo plástico para PVC Tigre®, 

polímero termomoldável, tubo de poliamida, compósito de prata (PC 9045) da Joint 

Metal Comércio Ltda (Diadema/SP), fita Teflon®, fios rígidos de cobre em diferentes 

diâmetros e ponteiras de polipropileno de 100 L (utilizada em micropipetas). Os 

materiais utilizados na preparação do material compósito fluído foram: grafite com 

granulometria até 2 m (Sigma-Aldrich), adesivo epóxi Araldite® 24 h profissional 

(Brascola) e ciclohexanona (VETEC). Os reagentes utilizados na síntese do azul da 

Prússia foram os seguintes: ferrocianeto de potássio dodecahidratado (Sigma Aldrich) 

ou ferricianeto de potássio (Proquimios), cloreto férrico tetrahidratado (Synth) e 

cloreto de potássio (Proquimios). As soluções destes reagentes foram realizadas pela 

dissolução dos respectivos sais em água deionizada.  

As placas de BDD foram adquiridas da empresa Adamant Technologies AS (La 

Chaux-de-Fonds, Suíça). Segundo especificações do fabricante, estas placas possuem 

uma base de silício cristalino de 1 mm de espessura (0,7 x 0,7 cm) coberta com uma 

camada de BDD de 1,2 m (8000 ppm de dopagem com boro).  

 Todas as soluções foram preparadas com água deionizada (resistividade  18 

M cm - 25oC) obtida de sistema de purificação Milli-Q.plus (Millipore). Os reagentes 

utilizados eram de grau analítico. O peróxido de hidrogênio (30 % v/v) usado na 

preparação das soluções estoque foi adquirido da empresa Merck. Os padrões de PA, 

DI e CA foram obtidos da empresa Synth e os padrões de TBHQ, BHA e TBHQ foram 

adquiridos da Acros Organics. As amostras de formulações farmacêuticas, anti-séptico 

bucal e leite UHT (desnatado e integral) foram adquiridos em comércios locais. A 

amostra de biodiesel de soja foi adquirida da empresa Caramuru (Caramuru Alimentos 

LTDA, São Simão-GO).  

 As soluções padrão de peróxido (H2O2) foram preparadas a partir de diluições 

apropriadas da solução estoque (30 % v/v). As amostras de leite (UHT desnatado e 

integral) foram dopadas nas concentrações de 300 e 800 mg L-1 de H2O2, adicionando-
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se volumes adequados da solução estoque 30 % (v/v). Posteriormente, estas amostras 

foram diluídas com o propósito de apresentarem uma composição semelhante à do 

eletrólito suporte empregado nos sistemas FIA e BIA.  

As soluções estoque dos fármacos (PA, DI e CA) foram obtidas a partir da 

dissolução do padrão sólido em água deionizada e posteriormente diluídas no 

eletrólito suporte (TAC 0,1 mol L-1) para então serem injetadas no sistema BIA-MPA. 

No preparo das amostras de formulações farmacêuticas, os comprimidos presentes em 

uma cartela (8 ou 12 comprimidos) eram triturados em um almofariz. Em seguida, 

empregando uma balança analítica (com quatro casas decimais), uma massa deste 

material foi dissolvida em água num balão volumétrico. Na etapa seguinte, uma 

alíquota desta solução foi diluída apropriadamente em TAC 0,1 mol L-1 (eletrólito 

suporte) usado no procedimento.  

As soluções dos antioxidantes (TBHQ, BHA e BHT) foram preparadas pela 

dissolução dos padrões em etanol absoluto (VETEC). Posteriormente estas soluções 

foram diluídas adequadamente no mesmo eletrólito suporte da célula BIA (KCl + HCl 

0,1 mol L-1 em meio de etanol 30 % ou 50 % (v/v)). A amostra de biodiesel foi dopada 

misturando-se 100 L de soluções etanólicas de TBHQ, BHA e/ou BHT 300 mmol L-1 a 

900 L de biodiesel. Estas misturas correspondem à concentração de 30 mmol L-1 de 

cada antioxidante na amostra de biodiesel (ou 5000, 5400 e 6600 mg L-1 de TBHQ, BHA 

e BHT, respectivamente). Após agitação manual destas misturas por 5 minutos, uma 

alíquota de cada amostra dopada (total de sete dopagens) foi diluída de forma a ter a 

mesma composição do eletrólito suporte da célula BIA (KCl + HCl 0,1 mol L-1 em meio 

de etanol 30 % ou 50 % (v/v)). 

 

2.2. Preparação do compósito fluido condutor  

 

 A preparação do compósito fluído foi realizada pela mistura de adesivo epóxi, 

grafite e ciclohexanona na proporção de 4%, 56 % e 40 % (m/m), respectivamente. O 

procedimento detalhado segue o seguinte protocolo: (1) Adicionou-se 0,05 g de resina 

epóxi (Araldite® 24 h) a 1,5 mL de ciclohexanona sob agitação magnética até a 

dissolução (≈ 5 min.); (2) Posteriormente, acrescentou-se 0,05 g de poliaminoamida 
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(endurecedor - Araldite® 24 h), mantendo a agitação por mais 10 minutos; (3) Em 

seguida, adicionou-se lentamente 1,0 g de grafite (granulometria até 2 μm), 

mantendo-se o sistema em agitação por mais 24 h. Após este período, pequenas 

quantidades deste compósito podem ser transferidas para a superfície de interesse. A 

quantidade deste compósito fluido preparado por este procedimento rende vários 

eletrodos compósitos nas dimensões das células eletroquímicas utilizadas nesta tese. 

Na cura do material, este compósito deve permanecer exposto ao ar por 24 h 

(temperatura ambiente).  

 

2.3. Imobilização de azul da Prússia (AP) no eletrodo compósito 

 

 A modificação do eletrodo compósito com AP foi avaliada por três protocolos 

(P) encontrados na literatura. Nos dois primeiros (P1 e P2) são sintetizadas partículas 

de AP que posteriormente são inseridas na etapa de preparação do compósito fluido 

condutor. No terceiro procedimento (P3), as partículas (ou filme de AP) são 

eletrodepositadas num eletrodo compósito não modificado. Os procedimentos de 

modificação são detalhados a seguir. 

 

Procedimento 1 (P1): Síntese química de partículas de AP (pAP1)  

 

 Partículas de AP foram preparadas pela mistura de 10,0 mL de soluções 

equimolares 0,1 mol L-1 de ferrocianeto de potássio (K4[Fe(CN)6]) e cloreto férrico 

(FeCl3). Desde o primeiro contato entre as soluções, a formação do AP é observada 

devido ao aparecimento de uma coloração azul intensa. Em seguida, adicionou-se 

acetona (≈ 10 mL) para induzir a cristalização do AP. Após a estabilização da mistura, 

os cristais de AP foram separados por filtração. O material sólido foi levado a uma 

estufa para aquecimento a 150 oC por 10 horas para a ativação do modificador. Nesta 

etapa, os sítios ativos das partículas de AP ficam mais disponíveis devido à saída das 

moléculas de água por evaporação. Posteriormente, as partículas de AP foram 

submetidas à fricção mecânica com almofariz e pistilo, para a redução das dimensões. 

Finalmente, este pó foi separado em três intervalos de granulometria, através da 
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exclusão gerada por diferentes peneiras empilhadas e fixadas a um agitador mecânico. 

Os seguintes intervalos de partículas (P) foram avaliados neste estudo:  < 37 m; 37 

m <  < 90 m e  > 90 m.  

Este procedimento de síntese de AP foi adaptado de um trabalho publicado em 

2001 por O’Halloran e co-autores [95], que empregaram estas partículas para a 

fabricação de eletrodos impressos. Nesta tese, as partículas de AP são inseridas na 

etapa anterior à adição do grafite (etapa 3, item 2.2). 

 

Procedimento 2 (P2): Síntese química de partículas de AP adsorvidas em grafite (pAP2) 

 

 Neste procedimento, sob agitação magnética, é realizada a mistura de 10,0 mL 

de uma solução de ferricianeto de potássio 0,1 mol L-1 a 1,0 g de grafite (granulometria 

até 2 m) e 10,0 mL de uma solução de cloreto férrico 0,1 mol L-1. Estas duas soluções 

são preparadas na presença de HCl 10 mmol L-1. Após dez minutos, o grafite contendo 

partículas de AP adsorvidas na superfície (Gr-AP) é submetido à filtração. Nesta etapa, 

o sólido é lavado com solução de HCl 10 mmol L-1 até a obtenção de uma solução 

transparente. Então, o material sólido filtrado (Gr-AP) é ativado em estufa a 100 oC por 

1,5 h. No armazenamento deste material, o mesmo deve permanecer em um frasco 

escuro e hermeticamente fechado. 

 Este procedimento é similar ao de um trabalho publicado em 2001 por 

Moscone e colaboradores [94]. Nesta ocasião, o Gr-AP foi empregado na preparação 

de eletrodos de pasta de carbono. Nesta tese, este material é também adicionado na 

preparação do compósito fluido (item 2.2). 

 

Procedimento 3 (P3): Eletrodeposição de filme de AP em eletrodo compósito de grafite  

 

 Nesta forma de modificação, o AP é eletrodepositado na superfície de um 

eletrodo compósito de grafite não modificado. O procedimento de eletrodeposição é 

realizado pela aplicação de + 0,4 V por 30 ou 100 s em um eletrodo de trabalho 

mergulhado em solução equimolar (1,0 mmol L-1) de K3[Fe(CN)6] e FeCl3, na presença 

de KCl 1,0 mol L-1 e HCl 3,0 mmol L-1. Posteriormente, os filmes de AP foram ativados 
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pelo emprego de voltametria cíclica (varreduras entre -0,05 V e 0,35 V numa 

velocidade de 50 mV s-1) em solução de KCl 0,1 mol L-1. Para fins de comparação, um 

eletrodo de carbono vítreo previamente polido com alumina também foi submetido ao 

mesmo procedimento de formação do filme de AP.  

Este procedimento de formação do filme foi adaptado de um trabalho 

publicado em 1996 por Karyakin et. al. [136], onde ET modificados (biosensores) foram 

utilizados em análises empregando sistemas FIA. 

 

2.4. Instrumentação 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas empregando-se um potenciostato 

AUTOLAB tipo III (Eco Chemie - Metrohm; software GPES 4.9.007) ou um mini 

potenciostato Palmsens (Palmsens Instruments; software PSLite 1.8 ou PSTrace 1.4). 

Um eletrodo de Ag/AgCl/KClsat. construído em laboratório [162] e um fio de platina 

foram usados como ER e EA, respectivamente. Como ET foram utilizados eletrodos 

compósitos (modificados ou não com partículas de AP) e eletrodos de filme de 

diamante dopado com boro (BDD). Detalhes da construção dos mesmos serão 

abordados nas seções 2.4.1.1 e 2.4.1.2, respectivamente. 

 

2.4.1. Eletrodos de trabalho 

 

2.4.1.1. Eletrodos compósitos:  

 

 Todos os eletrodos compósitos foram construídos a partir do compósito fluído 

condutor preparado em laboratório (seção 2.2) não modificado ou modificado com AP. 

Porém, dependendo da finalidade, o ET foi construído em distintos suportes e 

arranjos. Nos estudos de caracterização, o ET compósito foi construído na extremidade 

de ponteiras de micropipeta (i = 1,6 mm; Figura 8a). No entanto, quando este 

eletrodo foi aplicado em sistemas FIA, dois outros eletrodos compósitos (EPR: 

compósito de prata e EA: compósito de grafite) foram imobilizados na extremidade 

externa da ponteira (Figura 8b) em posições diametralmente opostas. Deste modo, 
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tem-se uma microcélula (sensor “3 em 1”) facilmente adaptável na tubulação de um 

sistema FIA. Detalhes da construção deste sensor “3 em 1” são descritos em uma 

dissertação de mestrado [163] e em artigo publicado recentemente [9].  

Na adaptação do ET de compósito no sistema BIA, o material foi imobilizado em 

suporte de tubo de poliamida (i = 7,2 mm), obtendo-se então um eletrodo compósito 

de maior diâmetro (Figura 8c). A construção deste eletrodo foi realizada em duas 

etapas: 1) espalhamento do compósito fluido (modificado ou não com AP) sobre um 

tarugo de aço inox previamente fixado no interior de um tubo de poliamida (Figura 

9A); 2) após a cura do material (24 h), a superfície do eletrodo foi polida com lixas 

d’água de granulação 400 (nivelamento da superfície do compósito e do tubo de 

poliamida) e 1200 (suavização da superfície) (Figura 9B). Esta etapa foi realizada com 

todos os eletrodos compósitos (Figuras 8a, 8b e 8c). Antes do início das medidas 

eletroquímicas, os eletrodos compósitos modificados com AP foram submetidos a 

alguns ciclos de potencial (voltamogramas cíclicos) entre - 0,10 V e + 0,35 V em solução 

de KCl 0,1 mol L-1, para a ativação do modificador AP (estabilização do sinal). 

Usualmente, 30 voltamogramas cíclicos são suficientes. Já os eletrodos não 

modificados são estabilizados mais rapidamente (≈ 5 voltamogramas).  

  

 

Figura 8. Diferentes configurações dos eletrodos compósitos empregados nesta tese 

(modificados ou não com AP). (a) Estudos de caracterização dos compósitos; (b) 

Aplicação em sistemas FIA (sensor “3 em 1”); (c) Aplicação em sistemas BIA.  
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Figura 9. Construção do ET compósito empregado no sistema BIA. (A) Fixação de um 

tarugo de aço inox em um cilindro de poliamida e inserção do compósito fluído na 

cavidade acima do tarugo e (B) e polimento do compósito pós cura (24 h).  

 

2.4.1.2. Eletrodos de diamante dopados com boro (BDD):  

 

Conforme apresentado na Figura 10, os eletrodos de BDD foram construídos a 

partir da fixação de uma placa de BDD sobre um cilindro de aço com compósito de 

prata. Após o tempo de cura deste adesivo condutor (≈ 6 h), a área lateral da placa de 

BDD e o cilindro de aço foram pincelados (espalhamento com auxílio de um pincel) 

com uma solução mista de PVC e adesivo epóxi preparada em laboratório (dissolução 

sob agitação de 1,0 g de raspas de PVC e 0,2 g de adesivo epóxi em 5,0 mL de 

tetrahidrofurano). Após o tempo de secagem do solvente e a cura do adesivo epóxi (≈ 

24 h), tem-se o então o eletrodo de BDD. 

 

 

 Figura 10. Esquema da construção do eletrodo de BDD fixado em suporte de aço. 
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 A estratégia de isolar os eletrodos com PVC / adesivo epóxi permite que os 

eletrodos sejam utilizados por longo período nas medidas eletroquímicas em meio 

aquoso. Porém, em meios orgânicos esta longevidade fica bastante reduzida, devido, 

provavelmente, à gradual dissolução do adesivo epóxi neste meio. Para contornar esta 

limitação, as placas de BDD foram diretamente fixadas numa célula BIA em outra 

configuração (célula BIA 2, seção 2.4.3). 

Antes do início das medidas eletroquímicas empregando o eletrodo de BDD, 

um procedimento de limpeza/ativação do eletrodo era necessário. Neste trabalho, 

duas ativações eletroquímicas foram utilizadas, a anódica e a catódica. Inicialmente, a 

ativação anódica era realizada com a aplicação de um potencial de + 2,0 V no eletrodo 

de BDD durante 1000 s em meio de H2SO4 0,5 mol L-1. Posteriormente aplicou-se uma 

corrente de - 0,01 A por 1000 s (ativação catódica) ao eletrodo de BDD no mesmo 

eletrólito para a funcionalização da superfície de BDD com átomos de hidrogênio 

terminais, tal como descrito por Suffredini et. al. [105]. O procedimento catódico foi 

realizado diariamente antes do início dos trabalhos. O anódico somente quando 

limpezas mais extremas eram necessárias. Porém, é importante salientar que após 

uma limpeza anódica, a catódica se faz necessária (funcionalização da superfície com 

hidrogênio).  

  

2.4.2. Sistema FIA 

 

 Na detecção amperométrica em fluxo foi empregado um sistema FIA de linha 

única montado em laboratório. O esquema e os componentes básicos deste sistema 

são detalhados na Figura 1 (Introdução, item 1.2). As soluções foram transportadas por 

tubos de polietileno de 1 mm de diâmetro e 20 cm de comprimento (percurso 

analítico). O sistema de propulsão é baseado na pressão gerada por um mini 

compressor de ar (bomba de aquário) acoplado a uma coluna d’água [14], a qual 

permite um controle preciso de vazão sem pulsações. As injeções das soluções foram 

feitas por um injetor comutador manual (Cena- USP) [17]. A detecção foi realizada pela 

microcélula “3 em 1” construída em ponteira de micropipeta de 100 µL [9], que é 

facilmente adaptada no final da tubulação de um sistema FIA (célula do tipo “wall 
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Jet”). Logo, não é necessária a construção de células para o posicionamento dos 

eletrodos, pois a ponteira já contém os três eletrodos (ET, EA e ER) posicionados em 

sua extremidade. No presente trabalho, o ET compósito da microcélula contém o 

modificador AP imobilizado no corpo do eletrodo, de forma a conferir seletividade ao 

peróxido de hidrogênio.  

 

2.4.3. Sistema BIA 

 

Sistema BIA no 1 - Célula para acomodação de ET compósito de corpo cilíndrico: 

 

 O esquema do sistema BIA 1 é semelhante ao sistema descrito na Figura 2 

(Introdução da tese, Item 1.3). No entanto, neste sistema BIA não foi utilizado um 

agitador magnético. O corpo da célula BIA era de vidro (H = 7,1 cm; i = 7,3 cm), com 

um volume total de eletrólito de aproximadamente 200 mL. Cilindros rígidos de PVC 

(i = 7,2 cm, altura = 15,0 cm) foram empregados como tampa e base da célula. A 

tampa da célula continha três orifícios: um deles central (6,0 mm), para a inserção da 

ponteira da micropipeta eletrônica, e os outros dois (laterais) para o posicionamento 

do ER (Ag/AgCl/KClsat.) e do EA (fio de platina). Na base da célula foi feito um orifício de 

11,5 mm de diâmetro exatamente no centro para o encaixe do ET, que é inserido em 

posição invertida à usual. Esta célula BIA foi empregada quando foi utilizado o ET 

compósito modificado com AP em suporte de poliamida (Figura 9) e o ET de BDD 

suportado em cilindro de aço (Figura 10). As injeções foram realizadas com uma pipeta 

eletrônica (Eppendorf Multipette stream). A extremidade da ponteira da pipeta foi 

mantida em distância fixa de 2,0 mm da superfície do ET, conforme recomentado em 

trabalho publicado anteriormente [32]. Todos os componentes da célula BIA são 

detalhados na Figura 11. 

Com a finalidade do uso prolongado desta célula BIA, algumas estratégias 

foram adotadas para aumentar a robustez do sistema (p.ex. prevenir rachaduras e 

vazamento de soluções na célula): a) Vedação dos cilindros de PVC (tampa e base) ao 

corpo de vidro com silicone e b) Reforço da aderência do ET na base da célula através 

do espessamento do corpo do ET com fita Teflon.  
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(A) 

 
(B) 

 

Figura 11. (A) Esquema do sistema BIA (célula 1); (B) Respectiva imagem da célula 

durante as medidas eletroquímicas.  
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Sistema BIA no 2 - Célula para inserção da placa de BDD:  

 

 
 

(A) 
 

 
 

(B) 
 

Figura 12. (A) Esquema do sistema BIA (célula 2); (B) Imagem em perspectiva da célula 

durante as medidas eletroquímicas.  
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 As imagens da célula BIA 2 e dos seus componentes individualmente são 

mostradas na Figura 12 e 13, respectivamente. Nesta célula, a placa de BDD é 

prensada firmemente contra um anel de borracha (“o-ring”) de um lado e um contato 

elétrico de cobre (placa de circuito impresso) do outro lado. Esta fixação é possível 

girando-se duas borboletas metálicas a dois parafusos imobilizados na base da célula. 

O anel de borracha (“o ring”) tem a função de delimitar a área do ET e minimizar a 

força de repulsão gerada pela prensagem da célula BIA contra a frágil película de BDD. 

Além disto, ele é resistente a solventes orgânicos normalmente utilizados em medidas 

eletroquímicas, tal como etanol.  

 

 

Figura 13. Vista dos componentes individuais da célula BIA 2: (1) Borboletas (porcas) 

para fixação nos parafusos imobilizados na base da célula; (2) placa metálica de 

reforço; (3) placa de circuito impresso de cobre; (4) placa de BDD (0,7 x 0,7 cm); (5) 

anel de borracha “o-ring” (interno = 8 mm); (6) tubo de vidro inserido em polietileno; 

(7) tampa da célula, (8) ponteira da micropipeta eletrônica (1,0mL); (9) agitador 

mecânico (micromotor DC); (10) fonte de alimentação universal. 

 

A tampa da célula contém quatro orifícios, sendo um concêntrico ao ET para a 

posicionamento da ponteira da micropipeta eletrônica (distância entre o ET e a 

ponteira ≈ 2 mm), dois para a fixação do ER (Ag/AgCl/KClsat.) e do EA (fio de Pt) e o 

último orifício para a inserção do agitador mecânico. Este agitador (Item 9, Figura 13) 

foi construído pela adaptação de uma “hélice” de teflon num micromotor DC de 24 V 

retirado de uma impressora. Este motor foi conectado eletricamente a uma fonte de 

alimentação universal (Spyke, PST-1600 M), mostrada no item 10 da Figura 13. Esta 

fonte permite a escolha de oito tensões de saída (3,0; 4,5; 5,0; 6,0; 7,5; 8,4; 9,0 ou 12 

V), tornando então possível controlar a velocidade de agitação de acordo com a 
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intensidade da tensão de saída. Experimentalmente, foi verificado que essas tensões 

correspondem a velocidades de aproximadamente 700, 1200, 1400, 1800, 2200, 2600, 

2700 e 4000 rotações por minuto (RPM).  

 

2.5. Estudos de caracterização do eletrodo compósito modificado com AP 

 

O desempenho destes sensores foi avaliado utilizando-se voltametria cíclica e 

amperometria. Nestes experimentos foi empregada uma célula de acrílico (≈ 5,0 mL) 

contendo três eletrodos (ET: compósito, EA: Platina, ER: Ag/AgCl/KClsat.) imersos no 

eletrólito suporte KCl 0,1 mol L-1. As condições específicas são detalhadas abaixo: 

  

a) Voltametria cíclica: Cada ET foi avaliado mediante voltamogramas cíclicos 

sucessivos no intervalo entre -0,1 V a +0,35 V a 20 mV s-1. Estes experimentos 

foram realizados sem agitação mecânica da solução (sistema estacionário) e 

foram úteis nos estudos de excesso superficial de azul da Prússia, resistência 

ôhmica, reprodutibilidade e estabilidade. 

b) Amperometria: Nestes ensaios, foi avaliada a resposta dos ET modificados com 

AP frente a adições de peróxido. Um potencial de 0,0 V foi aplicado ao ET, 

enquanto soluções de H2O2 eram sucessivamente injetadas na célula 

eletroquímica submetida à agitação magnética (convecção mecânica).  

 

Além disto, foi realizada uma microscopia eletrônica da superfície do eletrodo de 

trabalho modificado com partículas de azul da Prússia sintetizadas na presença de 

grafite (pAP2). Para isto foi empregado um microscópio eletrônico de varredura de 

emissão de campo Supra 40 Zeiss.  
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2.6. Aplicações dos eletrodos compósitos modificados com AP 

 

2.6.1. Sensor “3 em 1” adaptado ao sistema FIA  

 

 Este sistema foi empregado na determinação de peróxido de hidrogênio em 

amostras de anti-séptico bucal e leite UHT (desnatado e integral). Como técnica de 

detecção foi empregada a amperometria, através do monitoramento da corrente de 

redução do H2O2 na superfície do ET de compósito. Para ocorrer tal conversão, um 

potencial de -0,1 V foi aplicado entre o EPR (compósito de prata) e o ET. Uma solução 

mista de KCl 0,1 mol L-1 e tampão fosfato 0,05 mol L-1 (pH 7,2) foi empregada como 

eletrólito suporte.  

Os resultados obtidos com a metodologia proposta na determinação de H2O2 

em anti-séptico bucal foram comparados aos obtidos pelo método padrão de titulação 

iodométrica. Nesta metodologia, uma solução de iodeto (I-) é adicionada na amostra 

que contém peróxido. Então, o iodo (I2) gerado (produto da reação entre I- e H2O2) é 

titulado com solução de tiossulfato de sódio [164]. Além disto, estudos de adição e 

recuperação foram realizados através das medidas eletroquímicas das soluções de 

amostras antes e após adição de H2O2, tanto nas amostras de antisséptico bucal 

quanto nas amostras de leite UHT.  

 

2.6.2. Eletrodo compósito em sistema BIA 

 

 Este sistema foi utilizado na determinação de H2O2 em leite UHT desnatado e 

integral, ambas do tipo UHT. As condições experimentais neste sistema foram 

similares às empregadas no sensor “3 em 1” (FIA), porém com aplicação de 0,0 V (vs 

Ag/AgCl/KClsat.). Para otimizar o sistema, foram avaliadas as correntes de redução 

referentes às injeções de diferentes volumes de solução padrão contendo H2O2 na 

célula BIA. Além disto, soluções padrões contendo concentrações crescentes de H2O2 

foram injetados no sistema, de forma a calcular os parâmetros analíticos do sistema 

(sensibilidade, faixa linear, limite de detecção e limite de quantificação). A exatidão 

desta metodologia foi avaliada através de estudos de adição e recuperação. Neste 
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estudo, as amostras de leite foram analisadas antes e após serem dopadas com 

solução padrão de peróxido.  

 

2.7. Aplicações do eletrodo de diamante dopado com boro em sistema BIA 

 

 Este sistema foi utilizado nas determinações simultâneas de PA e CA, de DI e CA 

em formulações farmacêuticas e de TBHQ, BHA e BHT em amostras simuladas e de 

biodiesel. Na detecção simultânea destes analitos no sistema BIA, foi utilizada a 

detecção por Amperometria de Múltiplos Pulsos. 

 Anteriormente às análises simultâneas de cada conjunto de analitos, foram 

otimizadas a sequência e tempo dos pulsos de potencial aplicados ao ET (variáveis da 

detecção por MPA), bem como o volume injetado, velocidade de injeção e agitação do 

agitador mecânico (variáveis do sistema BIA).  

 Nos dois primeiros conjuntos avaliados (PA/CA e DI/CA) utilizou-se solução 

aquosa de tampão acetato 0,1 mol L-1 (pH = 4,7) como eletrólito suporte e o sistema 

BIA 1 (seção 2.4.3). Na determinação dos três antioxidantes (TBHQ/BHA/BHT) foi 

utilizado um eletrólito suporte composto por solução contendo 0,1 mol L-1 de HCl e KCl 

(pH = 1,0) em meio de 30/70 ou 50/50 % (v/v) de etanol/água, respectivamente. Neste 

caso, devido à presença de etanol no eletrólito, as medidas eletroquímicas foram 

realizadas empregando a célula BIA 2 (seção 2.4.3), devido à sua maior resistência na 

presença do meio orgânico (etanol).   
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3.1. Estudos de caracterização do eletrodo compósito modificado com AP 

 

Em alguns trabalhos encontrados na literatura [94-96, 134, 135, 165] foi 

observado que o desempenho final dos sensores (e biosensores) baseados em AP 

depende drasticamente de alguns fatores, como: procedimento de modificação da 

superfície do material condutor com AP, dimensões das partículas de AP, quantidade 

relativa do modificador, tipo de substrato utilizado e pré-tratamento do eletrodo. 

Em posse destas informações, três procedimentos de modificação encontrados 

na literatura (P1, P2 e P3) foram avaliados, de modo a verificar o comportamento dos 

eletrodos modificados e então adotar o protocolo mais adequado na construção dos 

eletrodos compósitos seletivos a H2O2. Nos experimentos de voltametria cíclica, 

informações puderam ser obtidas a respeito da resistência ôhmica, excesso 

superficial (), reprodutibilidade inter-eletrodo, dentre outras. Além disto, o 

comportamento de cada material também foi investigado na presença do analito 

peróxido de hidrogênio, através dos experimentos por amperometria. Os resultados e 

discussões destas caracterizações serão detalhados nos próximos itens (3.1.1 a 3.1.4).  

 

3.1.1. Síntese de partículas de AP para modificação no corpo do compósito 

(pAP1/pAP2) 

 

 Nesta seção foram comparados os dois eletrodos compósitos modificados com 

partículas de AP no corpo do eletrodo. Um destes eletrodos contém partículas de AP 

sintetizadas pelo procedimento P1 (pAP1;  < 37 m; AP sintetizado separadamente) e 

o outro que contém partículas obtidas por P2 (pAP2; AP sintetizado na presença de 

grafite). Para maiores detalhes, olhar seção 2.3. Na Figura 14 são apresentados os 

voltamogramas cíclicos obtidos em meio de KCl 0,1 mol L-1 para os eletrodos 

compósitos sem (A) e com (B = pAP1; C = pAP2) a inserção de partículas de AP.  

Conforme ilustrado na Figura 14, nos eletrodos compósitos modificados com 

partículas de AP (14B e 14C) é possível notar a presença do modificador FeHCF, devido 

aos picos de oxidação do Fe(II) em aproximadamente +0,25 V e de redução do Fe(III) 

em +0,20 V, característicos da conversão em azul da Prússia (AP) e branco da Prússia 
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(BP), respectivamente. Estes picos não estão presentes no eletrodo compósito não 

modificado (14A). No entanto, os voltamogramas referentes ao eletrodo compósito 

modificado com pAP1 (14B) apresentaram Ipa e Ipc quatro vezes menos intensas do que 

o eletrodo contendo pAP2 (14C). Além disto, este voltamograma (14B) também 

apresenta maior resistência ôhmica. Voltamogramas cíclicos (não apresentados) de um 

eletrodo preparado com pAP1 (> 37 m) apresentaram perfis  mais resistivos (Ipa e Ipc 

não são observados). De acordo com a literatura [94], esta menor resistência é 

observada no eletrodo contendo pAP2 devido à maior conectividade das partículas de 

AP com as do grafite, devido à adsorção física promovida durante a síntese.  

 

Figura 14. Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de KCl 0,1 mol L-1 com eletrodo  

compósito não modificado (A) e compósito contendo 2,15 % (m/m) de pAP1 (B) e de 

pAP2 (C). Velocidade de varredura: 20 mV s-1. A proporção (m/m) foi calculada em 

relação à quantidade de grafite na mistura.  

 

 O comportamento dos eletrodos pAP1 e pAP2 na presença do analito peróxido 

de hidrogênio também foi verificado. Os experimentos por amperometria com a 

adição de alíquotas de solução padrão de H2O2 numa célula sob agitação constante 

(agitador magnético) são apresentados na Figura 15.  

Conforme pode ser observado (Figura 15), o eletrodo compósito contendo pAP1 

possui uma sensibilidade 16 vezes inferior à sensibilidade do compósito pAP2. Esta 

diferença pode ser atribuída a uma menor quantidade de AP disponível na superfície 

do eletrodo compósito em pAP1. De fato, o excesso superficial () calculado nos 

eletrodos compósitos contendo pAP1 e pAP2 foi de 2,0 e 7,7 (nmol cm-2), 

respectivamente. O excesso superficial () é uma grandeza que fornece uma 

estimativa da quantidade de algum modificador existente na superfície do ET por 

unidade de área a partir dos resultados de um voltamograma cíclico. 
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Figura 15. (A) Amperogramas obtidos com dois eletrodos compósitos contendo 

partículas de AP no corpo do eletrodo (pAP1 e pAP2) com a adição sucessiva de 

alíquotas de solução padrão de H2O2 em célula eletroquímica sob agitação constante 

(agitação magnética); (B) Respectivas curvas de calibração. Eletrólito: KCl 0,1 mol L-1. 

 

De acordo com a literatura [166], a eq. 5 pode ser utilizada para o cálculo de : 

nFA

Q
                   (5) 

Nesta equação, “Q” é a carga elétrica, “n” é o número de elétrons envolvidos 

no par redox, “F” é a constante de Faraday e “A” é a área do eletrodo. No caso destes 

eletrodos, a carga (Q) é obtida pela integral do pico catódico dos voltamogramas 

cíclicos dos eletrodos contendo AP (Figura 14B ou 14C) multiplicada pelo inverso da 

velocidade de varredura. As constantes desta equação são n = 4, F = 96485 C mol-1 e A 

= 0,0201 cm2 (área de um ET de diâmetro igual a 1,6 mm). 

 Outra caracterização foi realizada para verificar a distribuição das partículas de 

AP na superfície do ET. Neste estudo, voltamogramas cíclicos foram realizados em 

meio de KCl 0,1 mol L-1 com os eletrodos contendo pAP1 e pAP2 submetidos a suaves 

polimentos com a lixa d’água de fina granulação (rugosidade = 2000). Após cada suave 

polimento dos eletrodos, um novo voltamograma cíclico foi adquirido (Figura 16).  
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Figura 16. Voltamogramas obtidos em KCl 0,1 mol L-1 entre cinco suaves polimentos 

(P1-P5) para os compósitos contendo pAP1 (A) e pAP2 (B). Vel. varredura: 20 mV s-1.  

 

Conforme visualizado, o eletrodo contendo pAP2 (B) apresentou uma menor 

variação na quantidade de AP presente (em contato com a solução) na superfície do 

eletrodo () entre os diversos polimentos (DPR = 1,6 %; n = 5) do que o eletrodo 

contendo pAP1 (A; DPR = 11,9 %; n=5). Este resultado indica que as pAP2 estão mais 

homogeneamente distribuídas no corpo do eletrodo do que as pAP1.  

A Figura 17 apresenta uma micrografia eletrônica de varredura da superfície de 

um eletrodo compósito modificado com 2,15 % de pAP2. Conforme apresentado, as 

partículas de pAP2 possuem dimensões que variam de 0,2 m até 2 m. Já as 

partículas de pAP1 possuem maiores dimensões (dimensões de até 37 m).  

 

 

Figura 17. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de baixa resolução obtida da 

superfície de um eletrodo compósito de grafite contendo 2,15 % de pAP2. 
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 Resumidamente, os eletrodos compósitos de grafite contendo as partículas de 

AP obtidas pelo procedimento 2 (pAP2) apresentaram um melhor desempenho, devido 

a um menor efeito de resistência ôhmica, maior sensibilidade à detecção de H2O2 e 

uma distribuição mais uniforme das partículas de AP no eletrodo. 

 

3.1.2. Partículas de AP presentes no ET (pAP2) versus filme de AP eletrodepositado  

 

Os primeiros trabalhos envolvendo AP na determinação eletrocatalítica de H2O2 

empregavam filmes de AP eletrodepositados em eletrodo de carbono vítreo [167]. 

Porém, o filme de AP apresentava sérias limitações, principalmente devido à baixa 

estabilidade operacional em soluções levemente ácidas, neutras e básicas [168]. Esta 

limitação foi contornada através do recobrimento do filme de AP com filmes de 

polímeros protetores (p.ex., Nafion, polianilina, acetato de celulose) [136, 169, 170]. 

Posteriormente foi descoberto que em meio neutro, a redução de H2O2 pelo AP gera 

ânions hidroxila (OH-). Experimentalmente verificou-se uma melhora na estabilidade 

do filme em meios tamponados [171], devido à neutralização dos ânions OH- gerados. 

Segundo de Mattos et. al. [92], em condições de fluxo (sistemas FIA), a estabilidade 

operacional pode ser aumentada controlando-se as condições de eletrodeposição 

(concentração dos reagentes e tempo de deposição) e de ativação do filme de AP 

(tempo, temperatura e eletrólito suporte).  

Neste trabalho, o desempenho do eletrodo compósito contendo partículas de 

AP obtidas pela síntese química (pAP2) no corpo do eletrodo foi avaliado frente ao 

eletrodo contendo filme de AP eletrodepositado na superfície de carbono vítreo 

(CV/AP) e de eletrodo compósito de grafite não modificado (C/AP). Cada ET foi testado 

por amperometria mediante a elaboração de cinco curvas de calibração sucessivas 

para H2O2. Alíquotas de solução padrão de H2O2 (10 mol L-1) foram sucessivamente 

adicionadas em célula eletroquímica sob agitação (agitador magnético). Anteriormente 

a cada curva de calibração, foi registrado um voltamograma cíclico de cada eletrodo 

em eletrólito composto por KCl 0,1 mol L-1. Estes voltamogramas cíclicos e as 

sensibilidades obtidas em cada curva de calibração são apresentados nas Figura 18 e 

19A, respectivamente.  



 

56 

 

 

Figura 18. Voltamogramas cíclicos obtidos em solução de KCl 0,1 mol L-1 para os 

eletrodos CV/AP (A), C/AP (B) e pAP2 (C) antes da obtenção da curva de calibração 1 

(─), 2 (─), 3 (─), 4 (─) e 5 (─). Velocidade de varredura: 50 mV s-1. 

 

 

Figura 19. (A) Sensibilidades e (B) sensibilidades residuais* calculadas de cinco curvas 

de calibração de H2O2 obtidas com os eletrodos CV/AP(), C/AP() e pAP2(). Curvas 

de calibração: amperogramas obtidos para injeções sucessivas de 10 mol L-1 de H2O2 

numa célula contendo KCl 0,1 mol L-1 sob agitação mecânica. *Sens. residual = 100 x 

(Sens. curvan / Sens. curva1).  

 

 Como pode ser observado na Figura 18, as áreas dos voltamogramas (e 

consequentemente ) diminuem em função das sucessivas curvas de calibração para 

peróxido, o que indica um consumo (saída) do AP da superfície dos eletrodos. Esta 

dissolução provoca a gradativa diminuição da sensibilidade dos eletrodos submetidos a 

repetidas injeções de peróxido (Figura 19A). Porém, este consumo é bem menos 

pronunciado nos eletrodos contendo partículas de AP no corpo do eletrodo () do que 

os eletrodos com filmes de AP depositados em sua superfície ( e ). Conforme 

mostrado na Figura 19B, o eletrodo pAP2 mantém 52 % do sinal analítico inicial após 

ser submetido a cinco curvas de calibração com soluções padrão de peróxido. Já os 
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eletrodos CV/AP e C/AP mantêm, respectivamente, apenas 8 e 25 % do sinal inicial. Na 

literatura, o aumento da estabilidade operacional de eletrodos contendo partículas de 

AP no corpo do eletrodo em meios neutros e básicos já havia sido descrita para outros 

materiais compósitos (p.ex. pasta de carbono [94, 165] e eletrodos impressos [95]).  

 

3.1.3. Otimizações do compósito fluido modificado com pAP2 

 

Conforme verificado, o compósito contendo partículas de AP sintetizadas na 

presença de grafite (pAP2) no corpo do eletrodo apresentou o melhor desempenho 

dentre os três procedimentos avaliados. Visando a obtenção de um sensor mais 

eficiente na detecção peróxido de hidrogênio, a otimização da quantidade relativa 

destas partículas no eletrodo compósito foi investigada. Para isso, na etapa de 

preparação do compósito fluido, diferentes porções do grafite puro (Gr) foram 

substituídas por grafite contendo AP (Gr-pAP2). A Figura 20 apresenta os 

voltamogramas cíclicos obtidos em KCl 0,1 mol L-1 com eletrodos contendo diferentes 

frações de Gr-pAP2. A Tabela 3 apresenta os parâmetros voltamétricos obtidos a partir 

dos experimentos da Figura 20.  

Conforme apresentado (Figura 20), em todas as proporções contendo o 

modificador é possível notar a presença de AP no eletrodo (picos de formação de AP e 

BP em 0,20 V e 0,15 V, respectivamente). No material não modificado (proporção 00 : 

100), estes picos não estão presentes. Conforme mostrado na Figura 20 e Tabela 3, um 

aumento nos valores de Ip ocorre em eletrodos com proporções maiores de Gr-pAP2, 

o que é consequência de uma maior quantidade de AP no corpo do eletrodo. 

De acordo com a Tabela 3, quanto maior a quantidade de GAP presente no 

eletrodo, maiores são as separações dos potenciais de pico anódico e catódico (Ep). 

Este aumento na Ep é causado por um efeito resistivo devido à presença de AP. Estas 

limitações identificadas em sensores contendo altas frações de AP são semelhantes 

aos reportados na literatura em outros compósitos [94, 95, 165]. De acordo com estes 

trabalhos, as partículas de grafite modificadas com AP são menos condutoras do que 

as de grafite puro, logo a resistência aumenta com o aumento da porcentagem de Gr-

pAP2. Estes eletrodos contendo AP foram também testados em função da resposta a 
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H2O2 por amperometria com a aplicação de um potencial constante de 0,0 V. As curvas 

de calibração obtidas nestes experimentos são apresentadas na Figura 21.  

 

 

Figura 20. Voltamogramas cíclicos obtidos em KCl 0,1 mol L-1 com os eletrodos 

compósitos contendo diferentes proporções de Gr-pAP2 : Gr. Vel. varredura: 20 mV s-1. 

 

Tabela 3. Parâmetros voltamétricos dos eletrodos compósitos contendo diferentes 

proporções de grafite modificado com AP (Gr-pAP2) e grafite puro (Gr) 

 Proporções Gr-pAP2: Gr 

 5:95 10:90 20:80 30:70 40:60 50:50 

Epc (mV) 154 170 168 166 170 136 

Epa (mV) 186 206 218 220 230 260 

Ep (mV) 32 36 50 54 60 124 

Ipc (µA) -0,88 -2,21 -5,30 -8,98 -10,07 -17,70 

Ipa (µA) 1,03 2,18 5,73 9,15 10,80 19,64 

Ip (µA) 1,92 4,39 11,03 18,13 20,87 37,34 

| Ipa / Ipc |  1,17 0,99 1,08 1,02 1,07 1,11 

Q (µC)1 0,18 0,30 0,88 1,34 1,82 3,63 

 (nmol cm-2)2 1,16 1,93 5,67 8,64 11,73 23,40 

1
 Cargas obtidas pelas integrais de pico catódico dos voltamogramas da figura 20.  

2
  = Q / nFA; Q: carga (C); n: número de elétrons envolvidos no par redox (4); F: constante de Faraday 

(96.485 C mol
-1

); A: área geométrica do eletrodo com  = 1,6 mm (0,0201 cm
2
). 
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Figura 21. Curvas de calibração obtidas para eletrodos construídos em diferentes 

proporções de Gr-pAP2:Gr para injeções de H2O2; Eap.: 0,0 V; Eletrólito: KCl 0,1 mol L-1. 

 

Conforme apresentado na Figura 21, foi verificado que a intensidade de 

resposta dos eletrodos de composição 05:95, 10:90, 20:80 e 30:70 (proporção de Gr-

pAP2:Gr) é proporcional ao aumento da quantidade de AP na superfície do eletrodo. 

Em proporções de Gr-pAP2 maiores (40:60 e 50:50), o efeito de queda ôhmica 

prevalece sobre o excesso de AP na superfície do eletrodo, deixando o eletrodo mais 

resistivo (Figura 20 e Tabela 1), mais instável e com menor razão sinal/ruído 

(resultados não apresentados). Assim, o eletrodo de composição intermediária (30:70 

em Gr-pAP2: Gr) apresentou o melhor desempenho considerando simultaneamente 

características como resistência à transferência eletrônica, sensibilidade e estabilidade. 

Nesta proporção, o teor calculado de AP no eletrodo compósito é de 2,15% (m/m). 

A homogeneidade do compósito fluido preparado e a reprodutibilidade na 

construção dos eletrodos modificados também foram verificadas. Neste estudo, cinco 

eletrodos na composição otimizada (30:70) foram construídos a partir do mesmo 

compósito fluido e posteriormente submetidos ao mesmo procedimento experimental 

(obtenção de curvas de calibração por amperometria e soluções contendo 

concentrações crescentes de peróxido). Conforme apresentado (Figura 22), o baixo 

DPR calculado (≈ 5 %) entre as 5 curvas de calibração obtidas demonstram uma ótima 

reprodutibilidade inter-eletrodos, o que pode ser atribuído a alta homogeneidade do 

compósito fluido empregado e ao procedimento de construção dos eletrodos. A 
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distribuição uniforme das partículas de AP se deve, provavelmente, à agitação 

magnética utilizada na preparação do compósito fluído.  

 

 

Figura 22. Curva de calibração média (±DP) de cinco eletrodos distintos de composição 

30:70 (Gr-pAP2: Gr). Amperogramas obtidos nas mesmas condições da Figura 15. 

 

3.1.4. Durabilidade do compósito fluido 

 

Uma das vantagens de se empregar compósitos fluidos na construção de 

eletrodos compósitos rígidos é a possibilidade do armazenamento (estocagem) do 

material por um longo período, desde que o frasco esteja hermeticamente fechado, 

para impedir a volatilização do solvente. Então, um estudo foi realizado para verificar a 

durabilidade dos compósitos fluidos preparados em laboratório. Nesta investigação, 

preparou-se um compósito fluído e após 24 h de agitação da mistura foi construído um 

eletrodo compósito em suporte de ponteira (Figura 8a). Posteriormente, este mesmo 

compósito fluido foi armazenado em frasco fechado e a cada semana seguinte um 

novo eletrodo foi construído a partir deste material fluido. Este procedimento foi 

realizado tanto para o compósito fluido não modificado quanto para o modificado com 

AP). Os voltamogramas obtidos para cada eletrodo estão apresentados na Figura 23. 

A partir dos voltamogramas obtidos na Figura 23 conclui-se que o compósito 

fluido não modificado pode ser estocado por até três semanas, pois os eletrodos 

construídos neste intervalo de estocagem apresentaram praticamente o mesmo sinal 

analítico. A partir da terceira semana, os eletrodos passam a ter sinais mais resistivos, 
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provavelmente devido a uma polimerização entre a resina epóxi e o endurecedor 

dentro do frasco (“in situ”). No entanto, para o compósito fluído modificado com AP, a 

estocagem não é indicada, pois o voltamograma obtido com o eletrodo construído 

com o compósito modificado armazenado por uma semana apresentou picos 

anômalos ou resistivos, devido à provável decomposição do modificador. 

 

 

Figura 23. Voltamogramas cíclicos obtidos para (A) eletrodo compósito não modificado 

construído logo após a preparação do compósito fluído (0 s.) e construídos no decorrer 

de cinco semanas de estocagem (primeira semana: 1s, quinta semana: 5s) na presença 

de K3Fe(CN)6 5 mmol L-1; (B) Eletrodo contendo pAP2 no corpo do eletrodo em meio de 

eletrólito suporte. Eletrólito: KCl 0,5 mol L-1 (A) e KCl 0,1 mol L-1 (B). 

 

 Em outra abordagem, foi realizado um estudo para verificar o tempo de vida 

útil do eletrodo compósito (compósito fluído após inserção na ponteira, cura e 

polimento do eletrodo). Neste, foi observado que tanto os eletrodos não modificados 

e modificados com AP permanecem funcionais por um período superior a seis meses 

(tempo avaliado), desde que o eletrodo compósito seja utilizado no intervalo da sua 

faixa de trabalho e não submetidos a condições de fluxo. Especificamente nos 

compósitos modificados, foi verificado que a atividade catalítica permanece 

praticamente constante neste período, desde que a renovação da superfície seja 

efetuada com suave polimento (lixa d’água de granulação 1200 ou 2000) antes das 

medidas eletroquímicas, pois o compósito atua como um reservatório de AP.  
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3.2. Aplicações dos eletrodos compósitos modificados com azul da Prússia 

 

3.2.1. Sensor “3 em 1” adaptado ao sistema FIA 

 

3.2.1.1. Otimizações no sistema FIA 

 

 Previamente às determinações de peróxido de hidrogênio em amostras reais, 

foi necessário otimizar as condições do sistema FIA, para obter as melhores condições 

de sensibilidade e freqüência analítica. A Figura 24 apresenta os picos obtidos quando 

soluções padrão de peróxido de hidrogênio foram injetadas no sistema FIA em 

diferentes vazões e volumes. Nestes estudos, o percurso analítico foi de 20 cm (∅ 

interno = 1,0 mm). Em percursos analíticos maiores (≈ 40 cm), os picos transientes 

referentes às correntes de redução do peróxido foram pouco intensos e largos, devido 

aos efeitos de dispersão mais intensos nesta condição (resultados não apresentados). 

 

 

Figura 24. Amperogramas obtidos com o sistema FIA para: (A) injeções de 50 mol L-1 

de H2O2 em função de: (a) volume injetado (a1 = 65; a2 = 100; a3 = 165; a4 = 230 L); (b) 

vazão (b1 = 0,4; b2 = 1,0; b3 = 2,0 e b4 = 3,0 mL min-1); (B) injeções de padrão de H2O2 30 

mol L-1 (volume injetado: 100 L; vazão: 1,0 mL min-1). Eletrólito: KCl 0,1 mol L-1. 

Potencial aplicado: -0,1 V (vs. EPR de compósito de prata).  

 

Como pode ser visto na Figura 24A, a injeção de volumes superiores a 100 L 

(a2) não gera aumento no sinal amperométrico, somente alargamento do pico e, 

consequentemente, uma menor frequência analítica. Em relação à vazão, observa-se 
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uma corrente de pico máxima em 1,0 mL min-1. Vazões inferiores fornecem picos 

pouco intensos e largos, devido a uma maior dispersão da zona da amostra na 

tubulação do sistema FIA. No entanto, vazões superiores resultam em picos estreitos e 

menores, que se deve, respectivamente, a uma reduzida dispersão da amostra e a 

limitação cinética do mediador AP (redução eletrocatalítica do H2O2 em menor 

extensão). Logo, o volume injetado de 100 L a uma vazão de 1,0 mL min-1 fornece a 

melhor resposta em relação à frequência analítica (≈ 100 injeções por hora) e 

sensibilidade. Estas condições foram adotadas nos experimentos subsequentes.  

Nestas condições, um estudo de repetibilidade do sistema FIA foi realizado 

mediante injeções sucessivas de solução padrão contendo 30 mol L-1 de peróxido. O 

amperograma obtido é apresentado na Figura 24B. O DPR calculado neste estudo foi 

de 0,83 % (n = 14), indicando que o sistema FIA apresenta ótima precisão quando o 

sensor “3 em 1” é usado na detecção. 

 

3.2.1.2. Determinação de peróxido de hidrogênio em antisséptico bucal 

 

 O desempenho do método FIA empregando o eletrodo de compósito 

modificado (“3 em 1”) na detecção foi avaliado na quantificação de H2O2 em amostras 

de antisséptico bucal. A Figura 25 apresenta o amperograma e as respectivas curvas de 

calibração obtidas com a injeção de soluções padrões contendo H2O2 no sentido 

crescente e decrescente de concentração e duas amostras de antisséptico bucal. Todas 

as soluções (amostras e padrões) foram previamente diluídas no eletrólito suporte 

utilizado como solução carregadora do sistema FIA (TPH 0,05 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1). 

Conforme apresentado (Figura 25B), as curvas analíticas obtidas no sentido 

crescente e decrescente foram lineares no intervalo de concentração avaliado (entre 

10 e 200 mol L-1). Além disto, as duas curvas de calibração apresentaram ótimos 

coeficientes de correlação (R) e valores de sensibilidade (inclinações das curvas) 

semelhantes (Tabela 4), indicando que o ET de compósito modificado com AP não 

apresenta efeitos de memória.  

  Os resultados obtidos na determinação de H2O2 nas duas amostras de 

antisséptico bucal usando o método proposto (FIA com detecção amperométrica) e o 
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método padrão (titulação iodométrica) são apresentados na Tabela 5. Segundo o teste 

t pareado (texp = 3,28 vs ttab = 4,30), os resultados obtidos em relação ao teor de 

peróxido nas amostras entre o método proposto e o método iodométrico 

apresentaram boa concordância a um nível de confiança de 95% (n = 3).  

 

 

Figura 25. (A) Amperograma obtido para injeções (n=3) de soluções padrão de H2O2 no 

sentido crescente de concentrações (20, 35, 50, 75, 100, 150 e 200 mol L-1), duas 

amostras de antisséptico bucal (a e b) e destes padrões no sentido decrescente. (B) 

respectivas curvas de calibração para o sentido crescente () e decrescente (). 

Eletrólito: TPH 0,05 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1 (pH 7,2); Potencial: - 0,1 V (vs. EPR de 

compósito de prata); Volume injetado: 100 L; Vazão: 1,0 mL min-1. 

 

Tabela 4. Curvas de calibração e figuras de mérito obtidas na detecção de H2O2.   

Curva Equação da reta de calibração LD* LQ* R 

Crescente I (μA) = - 0,00546 [H2O2] (μmol L
-1

) - 0,01345 0,8 mol L
-1

 2,6 mol L
-1

 0,999 

Decrescente I (μA) = - 0,00540 [H2O2] (μmol L‑
1
) - 0,02017 0,8 mol L

-1
 2,6 mol L

-1
 0,999 

 

Tabela 5. Comparação dos resultados obtidos pelo método proposto e por titulação 

iodométrica na determinação de H2O2 em amostras de antisséptico bucal.  

 Concentração de H2O2 (%)  

Amostras FIA / Amperometria* Iodometria* Erro relativo (%)** 

a 1,19 ± 0,04 1,12 ± 0,03 6,1 

b 1,94 ± 0,05 1,86 ± 0,04 4,1 

* Média de 3 medidas. ** Erro relativo = 100 x (valor amperométrico – valor iodométrico) / valor iodométrico. 
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 De forma a avaliar a interferência de matriz na determinação de H2O2, um 

estudo de adição e recuperação foi realizado. Neste estudo, as duas amostras de 

antisséptico bucal foram analisadas antes e após serem fortificadas com três 

diferentes concentrações de peróxido. Como pode ser observado na Tabela 6, as 

recuperações ficaram próximas a 100%, evidenciando que não existe uma 

interferência significativa da matriz da amostra. 

 

Tabela 6. Resultados obtidos nos estudos de adição e recuperação de H2O2 em 

amostra de antisséptico bucal empregando o sensor “3 em 1” acoplado ao sistema FIA 

Amostras 
[H2O2] adicionado  

(mol L-1) 

[H2O2] encontrado 

(mol L-1) 
Recuperação  

(%) 

a 0 52,7 -- 
 50 100,4 97,7 
 100 150,1 98,2 

 150 194,0 95,7 

b 0 83,7 -- 
 50 138,3 104,0 
 100 181,2 98,6 
 150 232,8 99,6 

 

3.2.1.3. Determinação de peróxido de hidrogênio em leite por FIA  

 

 Previamente à determinação de peróxido em leite, foi necessário investigar a 

diluição de leite no eletrólito suporte (TPH 0,05 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1). Este estudo é 

importante, pois o leite contém altas concentrações de íons potássio e cloreto, que são 

espécies participantes na compensação de cargas durante a redução do H2O2 na 

superfície de AP [11]. Além disso, esta matriz pode conter alto teor de gorduras e 

proteínas, acarretando na passivação do ET. Assim, realizou-se um experimento para 

verificar os sinais das soluções de leite fortificadas com 100 mol L-1 de H2O2 em 

distintas diluições no eletrólito (200, 20, 10, 4 e 2 vezes). Vale ressaltar que em todas 

as diluições a concentração final do eletrólito suporte foi mantida. Comparando-se as 

correntes de H2O2 no eletrólito puro e na presença de leite em distintas diluições, 

calculou-se as respectivas recuperações. Para ilustrar os resultados deste estudo, um 

gráfico das recuperações calculadas nas distintas diluições é apresentado na Figura 26. 
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Figura 26. Recuperações calculadas para as amostras de leite desnatado () e integral 

() fortificadas com H2O2 em distintas diluições no eletrólito suporte (TPH 0,05 mol L-1 

e KCl 0,1 mol L-1). 

  

Conforme pode ser observado na Figura 26, o peróxido pode ser determinado 

com boa exatidão em diluições superiores a dez vezes (recuperação entre 90 e 110 %). 

Em diluições menores do que esta, as recuperações são menores do que 90 %, pois os 

sinais no amperograma (não apresentado) são menores do que os esperados. Isto se 

deve provavelmente a problemas da matriz, como a presença de espécies que 

contaminem o eletrodo (p. ex. gorduras, proteínas) ou devido à maior quantidade 

relativa de íons no pacote de amostra (principalmente K+ e Cl-) do que na solução 

transportadora (TPH 0,05 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1). No entanto, deve ser evitado o uso 

de diluições muito altas (fatores da ordem de 200 vezes), pois a precisão e a 

intensidade de corrente diminuem proporcionalmente. Logo, nas medidas posteriores 

foi adotada a diluição da amostra de dez vezes no eletrólito suporte.  

Na Figura 27 são apresentados os amperogramas com injeções de algumas 

soluções de peróxido e de leite UHT integral e desnatado (puro e fortificado com 

H2O2), de forma a quantificar e avaliar a recuperação do H2O2 com o sistema proposto. 

Como pode ser observado, o peróxido não foi detectado em nenhuma das amostras 

avaliadas. No entanto, a recuperação do sistema foi bem próxima a 100 %, o que torna 

o método confiável para quantificar H2O2 numa amostra que estivesse adulterada. 
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Figura 27. (A) Amperogramas para injeções em triplicata de soluções contendo, 

respectivamente: padrões de H2O2 (p1 a p5: 10 a 200 mol L-1), amostras diluídas de 

leite desnatado (d: sem H2O2; d1, d2 e d3 com adição de H2O2 nas concentrações de 50, 

100 e 150 mol L-1) e integral (i); (B) curva de calibração. Condições iguais à Figura 25. 

 

No item 3.1.4 foi concluído que o eletrodo compósito de adesivo epóxi e grafite 

(modificado ou não com AP) apresenta funcionalidade superior a seis meses sob 

condições estacionárias. No entanto, em condições de fluxo (sistemas FIA), esta 

longevidade é drasticamente reduzida para apenas um dia de trabalho. Esta limitação 

se deve, provavelmente, ao acelerado inchamento do adesivo epóxi (interação entre o 

polímero e as soluções aquosas). Devido a isto, seria desejável o emprego de um 

sistema menos agressivo ao eletrodo compósito (tal como um sistema estacionário) e 

que ao mesmo tempo não perdesse algumas das vantagens dos sistemas FIA (alta 

frequência analítica, sensibilidade e baixa contaminação do eletrodo). Para alcançar 

este objetivo, o eletrodo compósito modificado com AP foi adaptado num sistema BIA. 

 

3.2.2. Eletrodo compósito modificado em sistema BIA  

 

 A proposta de utilizar o ET de compósito em um sistema BIA convencional 

gerou a necessidade da construção do eletrodo compósito modificado com AP em 

dimensões maiores, para facilitar sua adaptação na célula BIA. Logo, o material fluido 

foi imobilizado em um suporte maior (tubo de poliamida, Figura 9). Na Figura 28A são 

apresentados os voltamogramas cíclicos deste eletrodo e de um eletrodo em suporte 
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de ponteira de micro-pipeta (usado no sistema FIA), ambos construídos a partir de um 

compósito fluído contendo 10 % de grafite modificado com AP pelo procedimento 2 

(10 % de Gr-pAP2). Já na Figura 28B são apresentados os voltamogramas do eletrodo 

modificado com AP (10 % Gr-pAP2) e de um não modificado (100 % de Gr).  

 Conforme apresentado na Figura 28A, as densidades de corrente dos 

voltamogramas obtidos com o eletrodo contendo AP usado em BIA ( = 7,2 mm) e em 

FIA ( = 1,6 mm) são semelhantes, visto que os dois eletrodos foram construídos a 

partir do mesmo compósito fluído (contendo 10 % de Gr-pAP2). Nos voltamogramas da 

Figura 28B são observadas as mesmas evidências que identificam o AP no compósito, 

como a presença dos picos redox e aumento da corrente de fundo, conforme discutido 

na seção 3.1.1. No entanto, nestes voltamogramas cíclicos, registrados numa faixa de 

potencial maior (-0,1 V a +1,0 V), não foi possível observar o segundo par redox do 

FeHCF (AP/AmP ≈ +0,9 V, Figura 5). Provavelmente, isto se deve à degradação 

(oxidação) do adesivo epóxi em potenciais mais positivos que +0,7 V (Figura 28B). 

 

 

Figura 28. Voltamogramas cíclicos comparativos entre: (A) ET modificado com AP 

utilizado no sistema FIA (i = 1,6 mm; A = 0,0201 cm2) e ET modificado com AP usado 

no sistema BIA (i = 7,2 mm; A = 0,4072 cm2); (B) ET compósito (usado em BIA) puro e 

modificado com AP. Velocidade de varredura: 20 mV s-1. Eletrólito: KCl 0,1 mol L-1. 

 

 Posteriormente, este eletrodo compósito modificado com pAP2 foi usado nos 

experimentos empregando o sistema BIA com detecção amperométrica através de 

injeções de soluções contendo H2O2. O primeiro passo consistiu na avaliação das 

características do sistema em função do volume injetado de solução. Neste estudo, 
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distintos volumes de uma solução padrão de peróxido foram injetados na célula BIA 

em velocidade constante. Os picos obtidos neste estudo e um gráfico apresentando as 

relações obtidas entre as correntes de pico, frequência analítica e volume injetado são 

apresentados na Figura 29A e 29B, respectivamente. Conforme apresentado, as 

correntes obtidas são dependentes do volume injetado, devido à quantidade de 

moléculas do analito que entram em contato com a superfície do ET. No entanto, a 

frequência analítica é menor quando o volume injetado é maior, devido ao maior 

tempo de contato da solução injetada com o eletrodo. De acordo com a Figura 29, 

nota-se que um volume injetado de 100 L é possível combinar razoável sensibilidade 

com frequência analítica adequada (em torno de 80 injeções por hora). Portanto, este 

volume foi adotado nos experimentos posteriores.  

 

 

Figura 29. (A) Perfil dos picos obtidos para injeções de soluções de H2O2 50 mol L-1 no 

sistema BIA em função de distintos volumes injetados (25, 50, 100, 150 e 200 L); (B) 

Dependência da corrente de pico e da freqüência analítica em função do volume 

injetado. Velocidade de dispensa: 156 L s-1; Distância eletrodo-ponteira: 2 mm. 

Potencial aplicado: 0,0 V (vs Ag/AgCl/KClsat.); Eletrólito: KCl 0,1 mol L-1. 

  

A micropipeta eletrônica empregada no sistema BIA (Eppendorf Multipippete 

Stream) na injeção das amostras oferece dez velocidades de injeção diferentes (níveis 

1 até 10). Experimentalmente, foi calculado que estes níveis correspondem, 

respectivamente, às seguintes velocidades de injeção: v1 = 28; v2 = 43; v3 = 56; v4 = 75; 

v5 = 100, v6 = 113; v7 = 156; v8 = 193; v9 = 256 e v10 = 344 L s-1. Então, para investigar 

as características do sistema em função da velocidade de injeção, alíquotas de 100 L 
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de uma solução de peróxido 50 mol L-1 foram inseridas na célula BIA nas dez 

velocidades de injeção disponíveis. O amperograma obtido para estas injeções e a 

dependência da velocidade de injeção com a freqüência analítica são mostrados nas 

Figuras 30A e 30B, respectivamente. Conforme observado, as correntes de pico 

correspondentes às velocidades de injeção de 75 e 100 L s-1 são um pouco mais 

intensas do que em outras velocidades. No entanto, as maiores frequências analíticas 

são obtidas acima de 100,0 L s-1, pois os picos correspondentes são mais estreitos 

(Figura 30A). Logo, esta velocidade (100,0 L s-1) foi adotada nos experimentos 

posteriores, pois nesta condição é possível associar simultaneamente maiores 

correntes de redução e frequência analítica. 

 

 

Figura 30. (A) Perfil dos picos amperométricos obtidos com injeções de solução de 

H2O2 50 mol L-1 em diferentes velocidades de injeção (1 até 10: 28 a 344 L s-1); (B) 

Dependência da corrente de pico e frequência analítica em função das velocidades de 

injeção. Volume injetado: 100 L. Demais condições idem à Figura 29.  

 

 Posteriormente, foram realizadas injeções de soluções contendo concentrações 

crescentes de H2O2 com o objetivo de avaliar a faixa linear de resposta (corrente versus 

concentração) empregando o sistema BIA (Figura 31A). A partir deste experimento foi 

obtida uma curva de calibração linear em um amplo intervalo de concentração (0,1 até 

3,0 mmol L-1) e com a seguinte equação de reta: i(A) = - 35,20 [H2O2] (mmol L-1) + 0,38 

(R = 0,994). Além disso, este ET não apresentou efeitos de memória, visto que as 

inclinações das duas curvas de calibração são semelhantes (injeção de soluções 

contendo H2O2 em ordem crescente e decrescente de concentração), conforme pode 
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ser observado na Figura 31B e nas equações:  i(A) = -34,12 [H2O2] (mmol L-1) + 0,49 (R 

= 0,999) (Curva de ida); i(A) = -34,72 [H2O2] (mmol L-1) + 0,52 (R = 0,999) (Volta). 

 

 

Figura 31. Amperogramas obtidos para: (A) injeções de soluções padrão de H2O2 (0,1 – 

3,0 mmol L-1) e (B) injeções de soluções padrão de H2O2 (0,1 - 0,6 mmol L-1) no sentido 

crescente e decrescente de concentrações. Velocidade de injeção: 100 L s-1; Volume 

injetado: 100 L. TPH 0,05 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1 (pH 7,2).  

 

 Finalmente, os estudos de determinação de H2O2 no leite foram realizados. Na 

Figura 32 é apresentado o amperograma obtido para injeções de soluções padrão de 

H2O2, de soluções de uma amostra de leite pura e de leite fortificado com H2O2, para 

quantificar o peróxido no leite e avaliar a recuperação do sistema. Neste caso, as 

amostras de leite foram previamente diluídas no eletrólito suporte de tampão fosfato 

0,05 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1 antes das injeções (mesma condição do sensor “3 em 1” / 

FIA). Cada amostra de leite foi fortificada na concentração de 300 e 800 mg L-1, que são 

as quantidades normalmente utilizadas em adulterações desta finalidade (função 

antibacteriana), segundo informações da ANVISA [140]. As recuperações calculadas 

para H2O2 em três amostras de leite UHT desnatado e três de leite UHT integral são 

apresentadas na Tabela 7. O H2O2 não foi detectado em nenhuma das amostras 

analisadas. No entanto, se houvesse adulteração do leite com H2O2, o sistema 

proposto poderia ser empregado com sucesso, visto que as recuperações calculadas na 

maioria das amostras foram próximas a 100 %.  

Quando são consideradas injeções de várias amostras, o sistema também 

apresentou uma boa estabilidade. As correntes de pico obtidas para dez injeções de 
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soluções de leite integral (diluído 10 vezes) fortificado com 3,0 mg L-1 de H2O2 

apresentou DPRs de 0,85 % (Figura 32B). Além disto, os sinais não diminuíram durante 

as injeções, indicando não haver contaminação significativa da superfície do ET. 

 

 

Figura 32. Amperogramas obtidos para (A) injeções em duplicata dos padrões de H2O2 

(p1 – p6: 10 - 100 mg L-1 ou 0,294 a 2,94 mmol L-1), amostra de leite não dopada (a0) e 

dopada com H2O2 (a1: 300 mg L-1 e a2: 800 mg L-1) e (B) dez injeções de solução de leite 

dopado com 3,0 mg L-1. Fator de diluição = 10. Condições iguais à Figura 31.  

 

Tabela 7. Resultados obtidos nos estudos de adição e recuperação de H2O2 em leite 

empregando o método BIA / amperométrico.  

Amostra [H2O2] ad.  
(mg L-1) 

[H2O2] det. 
(mg L-1) 

Rec.  
(%) 

Amostra 
[H2O2] ad.  

(mg L-1) 
[H2O2] det. 

(mg L-1) 
Rec.  
(%) 

1 a 0 0 -- 4 b 0 0 0 
1 a 300,0 286,7 95,9 4 b 300,0 322,3 107,4 
1 a 800,0 702,4 87,8 4 b 800,0 821,3 102,7 

2 a 0 0 0 5 b 0 0 0 

2 a 300,0 274,4 91,5 5 b 300,0 273,0 91,0 
2 a 800,0 714,3 89,3 5 b 800,0 688,8 86,1 

3 a 0 0 0 6 b 0 0 0 
3 a 300,0 302,3 100,8 6 b 300,0 249,1 83,0 
3 a 800,0 785 98,1 6 b 800,0 696,0 87,0 

a
amostras de leite UHT desnatado; 

b
 amostras de leite UHT integral;  

[H2O2] ad.: concentração adicionada; [H2O2] det.: concentração determinada. Rec. (%): Recuperação. 

  

Por último, é importante considerar algumas vantagens do uso do eletrodo 

compósito de maior diâmetro (BIA) em relação ao sensor “3 em 1” (FIA): 

 Elevada estabilidade (robustez): após várias medidas amperométricas de 

peróxido (acima de 500 injeções), o ET permaneceu praticamente com a mesma 
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atividade catalítica, devido à manutenção das correntes de pico obtidas no decorrer 

das injeções de peróxido (queda de corrente menor que 30 %). Além disto, os 

voltamogramas cíclicos obtidos antes e após as medidas foram semelhantes, indicando 

a manutenção da integridade do ET (sem o inchamento do polímero). Devido a isto, o 

mesmo ET compósito modificado com AP foi usado em todos os estudos e análises 

realizados com o sistema BIA proposto. 

 Sensibilidade: Devido ao maior diâmetro do eletrodo compósito usado ( = 7,2 

mm), a sensibilidade foi oito vezes maior do que a do sensor “3 em 1”. As equações 

obtidas foram: i(A) = -0,81 [H2O2](mg L-1) + 2,68 e i(A) = -0,10 [H2O2](mg L-1) – 0,03. 

 Sistema portátil: A célula BIA e os seus componentes podem ser facilmente 

transportados e utilizados fora do laboratório. Deste modo, este sistema pode ser 

empregado para análises em campo de maneira mais viável do que um sistema FIA.  

 

3.3. Aplicações do eletrodo de BDD adaptado ao sistema BIA 

 

3.3.1. Determinações simultâneas com detecção por MPA 

 

 O histórico de determinações simultâneas com detecção por MPA empregando 

somente um eletrodo de trabalho em sistemas FIA é recente, com o primeiro trabalho 

publicado em 2001 [125], no qual foi descrito a determinação simultânea de glicose e 

frutose. Posteriormente, determinações simultâneas de outros analitos em variadas 

formulações farmacêuticas empregando o sistema FIA-MPA foram propostas pelo 

nosso grupo de pesquisa [126, 127, 172]. No entanto, estas determinações no sistema 

BIA com detecção por MPA (BIA-MPA) não haviam sido propostas até o momento. Os 

primeiros estudos com este enfoque foram realizados com princípios ativos presentes 

em uma mesma formulação farmacêutica disponível no mercado (compostos modelo): 

paracetamol (PA) e cafeína (CA).  

Para tal estudo, um eletrodo compósito não modificado foi inicialmente 

avaliado como ET. A Figura 33B apresenta os amperogramas obtidos para injeções de 

soluções contendo PA ou CA (ambas 250 mol L-1) no sistema BIA-MPA (aplicação de 

10 pulsos de potencial em função do tempo) com este eletrodo em meio de tampão 
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acetato 0,1 mol L-1 (pH = 4,7) [129]. Conforme observado, o PA é oxidado na superfície 

do eletrodo compósito em potenciais acima de + 1,0 V e o respectivo produto de 

oxidação é reduzido em pulsos de potencial menores que +1,0 V. Já a CA não é 

eletroativa nestas condições, devido, provavelmente, às elevadas correntes de fundo 

(E1 ≈ -180 A e E10 ≈ 70 A), consequência de uma menor janela de potencial do ET de 

compósito (Figura 33A). Então, este experimento foi repetido empregando BDD como 

ET. Conforme apresentado na Figura 33C, tanto o PA (a partir de +1,0 V) quanto a CA (a 

partir de +1,4 V) apresentaram elevadas correntes de oxidação na superfície do BDD, 

além de apresentarem reduzidas correntes de fundo (E1 ≈ -2 A e E10 ≈ 18 A) quando 

comparadas aos do ET compósito. De fato, as correntes de fundo do BDD são menores 

devido a ampla janela de potencial e às baixas correntes capacitivas (menor resistência 

ôhmica) apresentadas por este eletrodo (Figura 33A). Devido a estas características, o 

BDD foi utilizado como ET nos estudos de determinação simultânea no sistema BIA-

MPA. Nas próximas seções serão apresentados os resultados e discussões acerca dos 

conjuntos de analitos avaliados nesta tese: PA/CA, DI/CA e TBHQ/BHA/BHT.  

 

 

Figura 33. Voltamogramas obtidos em meio de TAC 0,1 mol L-1 com o eletrodo 

compósito e BDD (A); Amperogramas para injeções de solução de PA ou CA (ambos 

0,25 mmoL-1) no sistema BIA com o eletrodo compósito (B) ou BDD (C). Condições (B e 

C): E1 = + 0,7 V e E10 = +1,6 V (pulsos aplicados em intervalos de 0,1 V de forma 

contínua e cíclica); t.pulso: 70 ms cada. Vol.injetado: 300 L; Vel.injeção: 75 L s-1. 

 

3.3.1.1. Paracetamol (PA) e Cafeína (PA) 

 

O primeiro estudo realizado para determinação simultânea de PA e CA foi 

direcionado para a investigação do comportamento eletroquímico destes analitos no 
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eletrodo de BDD (Fig. 10) em meio de TAC 0,1 mol L-1 (pH = 4,7) usando o sistema BIA 

semelhante ao apresentado na Fig. 11. Então, dez pulsos de potencial foram aplicados 

sequencial e ciclicamente em função do tempo (Fig. 34A) no eletrodo de trabalho 

(BDD), enquanto soluções de PA ou CA 25 mg L-1 foram injetadas no sistema BIA (célula 

do tipo “wall Jet”). Dessa forma, em uma única injeção foi possível obter dez 

amperogramas “simultaneamente”, um para cada pulso de potencial aplicado (Figura 

34B). A partir dos picos transientes registrados em cada amperograma, foram plotados 

os voltamogramas hidrodinâmicos de cada analito (Figura 34C). Como observado neste 

gráfico, os dois analitos são oxidados na superfície do ET. No entanto, o PA é oxidado 

na superfície do BDD a partir de +0,8 V, atingindo a corrente limite próximo a +1,1 V. Já 

a CA somente é oxidada em potenciais maiores que + 1,3 V, atingindo um máximo de 

corrente em +1,5 V. Estes resultados são semelhantes aos obtidos em outros dois 

trabalhos de determinação simultânea destes analitos [116, 129].  

 

 

Figura 34. (A) Esquema da sequência de pulsos de potencial aplicados no ET de BDD 

(forma cíclica) no estudo do comportamento eletroquímico de PA e CA empregando 

um sistema BIA; (B) Amperogramas obtidos em função da injeção de solução contendo 

PA ou CA 25 mg L-1; (C) respectivos voltamogramas hidrodinâmicos. Eletrólito: TAC 0,1 

mol L-1 (pH 4,7); Volume injetado: 150 L; Velocidade de injeção: 56 L s-1; tpulso: 70 ms. 

 

Na literatura foram encontrados os esquemas da eletro-oxidação de PA e CA na 

superfície de eletrodos de carbono. Segundo Miner et al. [173], a oxidação do 

paracetamol (Fig. 35a) envolve a perda de dois protons (H+) e dois elétrons, formando 

como produto o N-acetil-p-benzoquinonaimina (Figura 35b). Hansen et al. [174] 

propuseram que o mecanismo de eletro-oxidação da cafeína envolve a perda de 
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quatro elétrons e quatro prótons. Na primeira etapa, a molécula de cafeína (Fig. 35c) 

perde dois elétrons e dois prótons H+ lentamente, formando um ácido úrico 

substituído com 3 grupos metil (Figura 35d). Em seguida, este composto perde mais 

dois prótons e dois elétrons originando um análogo 4,5 diol do ácido úrico (Figura 

35e), que rapidamente se fragmenta.  

 

 

Figura 35. Esquemas das reações de oxidação do PA [173] (1) e de CA [174] (2). (a) PA 

ou acetaminofeno; (b) N-acetill-p-benzoquinonaimina; (c) Cafeína; (d) Ácido úrico 

substituído com três grupos metil; (e) análogo 4,5-diol do ácido úrico substituído. 

 

Baseado nos voltamogramas hidrodinâmicos (Figura 34C), a aplicação de pulsos 

de potencial entre + 0,9 V e + 1,2 V promovem a detecção de PA sem a interferência da 

CA e aplicando-se pulsos maiores do que + 1,3 V ao ET, ambos os analitos serão 

oxidados (PA e CA). No entanto, nesta tese propusemos a determinação simultânea de 

PA e CA utilizando o sistema BIA-MPA. Na detecção por MPA é possível aplicar de 2 

(dois) a 10 (dez) pulsos de potencial (em função do tempo) com o monitoramento da 

corrente em cada um destes pulsos separadamente, o que permite a obtenção de até 

10 amperogramas (programa GPES da Autolab – Metrohm, versão 4.9). Logo, o PA 

pode ser detectado seletivamente em potenciais no intervalo entre + 0,9 V e + 1,2 V, 

enquanto que PA e CA podem ser detectados simultaneamente em potenciais mais 

positivos do que + 1,5 V. A corrente relativa à oxidação da CA pode ser encontrada a 

partir da subtração das correntes detectadas nos dois pulsos de potencial.  

  A Figura 36B apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de + 1,2 V e + 

1,55 V para injeções em duplicata de três distintas soluções teste, contendo: (1) 

somente PA 25,0 mg L-1, (2) somente CA 25,0 mg L-1 e (3) PA e CA 25,0 mg L-1 cada.  
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Figura 36. (A) Sequência de pulsos de potencial aplicados no ET (“wave form”); (B) 

Amperogramas de múltiplos pulsos obtidos após injeções (em duplicata) de soluções 

contendo PA 25 mg L-1 ou CA 25 mg L-1 e mistura de PA e CA na mesma concentração. 

Eletrólito: TAC 0,1 mol L-1; velocidade de injeção: 156 L s-1; volume injetado: 100 L.  

 

Como pode ser observado, somente PA é oxidado em + 1,2 V, pois a corrente 

média observada nas injeções de PA ou PA + CA no pulso de + 1,2 V é praticamente a 

mesma (4,51 e 4,52 A, respectivamente), além de não existir uma corrente detectável 

em + 1,2 V na injeção de solução contendo somente CA. No entanto, a corrente total 

observada no potencial de + 1,55 V para as injeções da solução mista de PA e CA (14,26 

A) corresponde à soma das correntes adquiridas na injeção de cada composto 

individualmente (6,08 A para PA e 8,20 A para CA). É importante ressaltar que a 

corrente de oxidação da solução contendo somente PA (Figura 36B) não é exatamente 

igual nos dois pulsos de potencial aplicados. A corrente de oxidação no pulso + 1,55 V 

(6,08 A) é maior do que a corrente detectada em + 1,2 V (4,51 A). Então, uma 

simples subtração das correntes detectadas nos dois pulsos de potencial (i+1,55 V – i+1,2V) 

não fornece a corrente relativa à oxidação da CA. No entanto, este problema pode ser 

contornado através do uso de um fator de correção (FC), que é obtido pelo cálculo da 

razão da corrente de PA obtida em + 1,55 V pela corrente de PA em + 1,2 V mediante a 

injeção de solução contendo somente PA. Assim, o sinal relativo a CA pode ser obtido 

pela subtração das correntes em +1,55 V pela corrente de PA em + 1,20 V (corrente de 

PA em + 1,20 V ajustado pelo FC). As equações 6 e 7 são usadas no cálculo das 

correntes de CA e no cálculo do fator de correção, respectivamente. 
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)xFCi(ii V20,1V55,1CA               (6) 

VPAVPA iiFC 20,155,1 /              (7) 

  

Logo, adquirindo-se dois amperogramas em pulsos de potencial adequados e 

recorrendo a simples ferramentas matemáticas (equações de primeiro grau) é possível 

discriminar as correntes de dois analitos presentes numa mesma solução, o que é 

indispensável em determinações simultâneas realizadas por BIA-MPA.  

 

3.3.1.1.1. Otimizações no sistema BIA-MPA 

 

De forma a obter adequado desempenho (maior sensibilidade, frequência 

analítica e reprodutibilidade), é importante otimizar as condições do sistema BIA-MPA. 

Primeiramente, injeções de soluções de PA 50 mol L-1 foram realizadas no sistema 

BIA com ponteira da micropipeta a diferentes distâncias da superfície do ET (2, 3, 4 e 5 

mm). Foi observado que o aumento da distância causou uma diminuição gradual da 

corrente e da reprodutibilidade do sistema, devido, provavelmente, ao aumento da 

dispersão da zona de amostra [2, 32]. Além disto, em distâncias menores que 2 mm 

existe um decaimento do sinal, devido a efeitos de retorno da amostra injetada [30, 

32]. Logo, todas as medidas seguintes foram realizadas com uma distância entre a 

ponteira da pipeta eletrônica e o ET de aproximadamente 2 mm.  

Posteriormente, foram estudadas as variações na corrente de oxidação de PA e 

o fator de correção (FC) em função do tempo de aplicação dos pulsos de potenciais, 

volume e velocidade de injeção no sistema BIA-MPA. A Figura 37A apresenta os 

resultados obtidos em função da variação no tempo de aplicação dos pulsos de 

potencial aplicados ao ET. 

 A corrente detectada em uma medida amperométrica é a soma da corrente 

capacitiva, IC (originada na dupla camada elétrica quando um pulso de potencial é 

aplicado) e da corrente faradaica, IF (devido ao processo de transferência de carga no 

eletrodo). Entretanto, em medidas de análise por injeção em fluxo (FIA) ou em 

batelada (BIA) com detecção amperométrica pulsada, a IC é monitorada 

constantemente durante a aplicação dos pulsos de potencial, e a IF é observada 



 

79 

 

somente no momento da passagem da alíquota de solução que contém a espécie 

eletroativa na superfície do eletrodo. Uma condição que deve ser observada é a 

concentração do eletrólito suporte, a qual deve ser relativamente constante em todas 

as soluções (padrões e amostras) e pelo menos 50 vezes superior a concentração do 

analito. Conforme apresentado (Figura 37A), com o aumento nos tempos de aplicação 

dos pulsos de potenciais, as iF de oxidação em +1,2 V e +1,55 V se mantiveram 

relativamente constantes. Segundo a literatura [27], este fenômeno ocorre quando a 

reposição da espécie eletroativa na superfície do eletrodo é suficientemente rápida 

(156 µL s-1 ou 9,4 mL min-1) para evitar a polarização por concentração. Apesar da 

pequena variação na corrente detectada em ambos os pulsos de potenciais, o FC 

apresentou uma variação um pouco maior (de 1,5 a 1,25), pois a corrente em + 1,20 V 

apresentou pequeno aumento e a corrente em + 1,55 V, pequeno decréscimo em 

função do aumento no tempo de aplicação dos pulsos de potencial. As variações 

observadas neste estudo (corrente e fator) são evitadas mantendo-se os tempos de 

aplicação dos pulsos de potenciais constantes durante uma análise. Além disto, as 

variações (FC) do fator foram maiores nos tempos de pulso mais elevados. 

Na Figura 37B e 37C são apresentados os resultados obtidos no sistema BIA 

(corrente de oxidação e FC) em função do volume e velocidade de injeção, 

respectivamente. Conforme a Figura 37B, a corrente de oxidação do PA aumenta em 

ambos os pulsos de potencial (+1,2V e +1,55V) até um volume injetado de 75 L. No 

entanto, em volumes injetados maiores que 75 L, as correntes nos dois pulsos de 

potencial se tornam relativamente constantes (logo o fator também atinge um valor 

constante). Então, empregando volumes de injeção acima de 75 uL, o sistema atinge o 

patamar de corrente (iMAX) que corresponde à corrente limite (iL) observada em 

sistemas hidrodinâmicos. Ainda na Figura 37B é possível notar melhora na 

reprodutibilidade (diminuição dos DPs) quando aumenta-se o volume injetado, devido 

ao aumento do número pontos de corrente adquiridos em iMAX. No entanto, num 

volume injetado alto a frequência analítica do sistema torna-se menor, devido ao 

aumento do período de injeção e consequente alargamento do pico. Logo, num 

volume injetado de 100 L é possível combinar sensibilidade, reprodutibilidade e 

frequência analítica. 
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Figura 37. Sinais de corrente médios (n=3) para injeções de solução de PA 50 mol L-1 e 

dos respectivos fatores (iE2/iE1) com DPs em função de: (A) tempo de aplicação dos 

pulsos de potencial; (B) volume injetado e (C) velocidade de injeção. Condições: 

Volume injetado: 100 L (A e C); Velocidade de injeção: 156 L s-1 (A e B); Pulsos: E1 = 

+1,2V e E2 = +1,55 V (A, B e C); Tpulso: 40 ms (B e C). Eletrólito: TAC 0,1 mol L-1.  

 

Na Figura 37C é possível observar um aumento nas correntes de oxidação do 

PA monitoradas nos dois pulsos de potencial (+1,2V e +1,55V) com o incremento na 

velocidade de injeção. Este resultado pode ser explicado pelo aumento da taxa de 

transporte de massa por unidade de tempo da solução para a superfície do eletrodo de 

trabalho. Como consequência, diminui-se a espessura da camada de difusão 

(estagnada) de Nernst e um maior sinal amperométrico é detectado [175]. Este sinal 

deveria alcançar um valor máximo constante (i+1,2V e i+1,55V). No entanto tal fato não foi 

observado, provavelmente, devido à elevada área do eletrodo de trabalho (22,9 mm2). 

No entanto, a reprodutibilidade do sistema é levemente reduzida quando foram 

empregadas as duas maiores velocidades de injeção (256 e 344 L s-1). Por exemplo, o 

DPR das correntes de oxidação de PA (n = 3 injeções) foi de 0,3 % a 56 L s-1 e de 0,8 % 
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a 344 L s-1. Como as correntes nos dois pulsos de potencial (i+1,20V e i+1,55V) 

aumentaram proporcionalmente (de 56 a 344 L s-1), o fator de correção manteve um 

valor praticamente constante de 1,485 ( 0,004) neste intervalo de velocidade (1,485  

0,004). A velocidade de injeção de 156 L s-1 foi selecionada para as determinações 

simultâneas de PA/CA e DI/CA. Nesta velocidade, a análise é rápida e o DPR em estudo 

de repetibilidade é baixo. 

Outro ponto que deve ser considerado é o número de vezes que a corrente é 

adquirida (leitura de corrente) pelo programa que controla o potenciostato durante o 

tempo que um pico transiente é gerado numa injeção de amostra ou solução padrão 

no sistema BIA. Empregando o programa GPES 4.9 que controla o potenciostato 

microAutolab III, somente uma aquisição de corrente é realizada durante a aplicação 

de um pulso de potencial (próximo do final do pulso). Assim, em tempos de pulso 

maiores (volume injetado: 100 L; velocidade de injeção: 156 L s-1) pode haver perda 

de reprodutibilidade na resposta do sistema BIA com detecção amperométrica pulsada 

devido à baixa quantidade de pontos adquiridos na região do pico onde a corrente é 

máxima. A Figura 38A apresenta os DPR para três injeções de solução contendo PA em 

função da variação no tempo de aplicação do pulso de potencial em cada 

amperograma (em + 1,20 e + 1,55 V). Neste caso é possível notar que em tempos de 

pulso maiores que 125 ms, os DPRs das correntes são elevados. Consequentemente os 

DPs dos fatores neste intervalo também são maiores em maiores (Figura 38A e e 37A). 
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Figura 38. (A) DPR (n = 3) das correntes monitoradas no sistema BIA-MPA (em +1,20 V 

e +1,55 V) e do fator (FC = i+1,55V/i+1,20V) para três injeções de solução de PA 50 mol L-1 

e os respectivos amperogramas adquiridos empregando tempos de pulso de (B) 40 ms 

e (C) 400 ms. Volume injetado: 100 L; Velocidade de injeção: 156 L s-1. 

 

Conforme pode ser observado na Figura 38C, quando se usa um tempo de 

pulso de potencial de 400 ms (em +1,2V e +1,55V), o número de vezes que a corrente é 

adquirida durante um procedimento de injeção é pequeno (somente uma leitura no 

ápice do pico). Neste caso, existe uma probabilidade considerável de que não haja 

leitura de corrente no momento exato em que a corrente detectada é máxima. Assim, 

a repetibilidade do método pode ficar comprometida devido à lentidão na leitura da 

corrente, pois um ponto é adquirido em cada amperograma a cada 800 ms. Quando 

tempos de pulso menores são usados, tal como 40 ms (Figura 38B), um número maior 

de leituras de correntes são possíveis durante a passagem da alíquota da solução 

padrão ou amostra sobre a superfície do ET (uma leitura em cada amperograma a cada 

80 ms), o que é favorável para a obtenção de uma melhor repetibilidade. Concluindo, 

quando o tempo total de aplicação dos pulsos de potencial empregando MPA for 

muito elevado, as respostas obtidas podem não corresponder ao transporte de massa 
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predominante no momento da injeção, pois a leitura da corrente tende a ser mais 

lenta do que a passagem da alíquota injetada pelo ET. O tempo de contato da solução 

amostra ou padrão com o eletrodo de trabalho pode ser controlado pelo volume e 

velocidade de injeção. 

Como consequência do comportamento de cada variável discutida acima, as 

condições utilizadas (otimizadas) na determinação simultânea de PA e CA foram as 

seguintes: pulsos de potencial aplicados: +1,20V (40 ms) e +1,55V (40 ms); volume 

injetado: 100 L e velocidade de injeção: 156 L s-1. 

 

3.3.1.1.2. Aplicações em formulações farmacêuticas  

 

 Conforme exposto anteriormente, na determinação simultânea de PA e CA 

empregando BIA-MPA, a seguinte escada (sequência) de potenciais foi alternadamente 

(“constantemente”) aplicada em função do tempo: 

(1) + 1,20 V (40 ms): oxidação e determinação de PA sem a interferência da CA; 

(2) +1,55 V (40 ms): oxidação de ambos, com a quantificação da CA sem a interferência 

do PA pela subtração de i+1,55V de i+1,2V (ajustada pelo fator de correção - FC). 

 No entanto, alguns requisitos devem ser observados para a obtenção de 

resultados confiáveis em determinações simultâneas empregando MPA e somente um 

eletrodo de trabalho, como: 

 

(1) Manutenção das condições do sistema BIA-MPA durante o experimento: 

Obviamente, os parâmetros do sistema BIA-MPA (velocidade de injeção, volume 

injetado, tempo e sequência dos pulsos de potencial) devem ser mantidos constantes 

durante a análise, pois conforme discutido anteriormente, as respostas do sistema 

(sensibilidade, freqüência analítica, precisão) são influenciadas por estes parâmetros. 

 

(2) Relação linear entre a concentração dos analitos e suas respectivas correntes de 

oxidação: Tanto em determinações simultâneas como em qualquer análise química, a 

resposta do sistema deve ter uma relação linear com a concentração do analito. 

Portanto, antes da injeção de soluções padrão contendo as espécies de interesse, esta 

faixa de concentração deve ser estabelecida com cada analito individualmente. 
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(3) Seleção de uma faixa de concentração onde o FC seja constante: O fator (FC = 

iPA+1,55V/iPA+1,20V) deve possuir as menores variações possíveis no intervalo de 

concentração da curva de calibração empregada. Esta precaução deve ser tomada 

visto que o sinal de corrente de oxidação da CA é uma subtração de um valor que 

depende do FC (iCA = i+1,55V – (i+1,20V x FC)). Portanto, se o fator não possuir um valor 

relativamente constante (mínimas variações) neste intervalo de concentração, a 

precisão da resposta obtida para CA fica comprometida. 

 

Na Figura 39A são apresentados os amperogramas obtidos (em E1 = +1,20 V e E2 

= +1,55 V) para injeções de soluções contendo concentrações crescentes de PA (1,0 até 

200,0 mg L-1). A curva de calibração construída a partir das correntes de pico do 

amperograma em +1,20 V (sinais para a detecção de PA) é apresentada na Fig. 39B. 

  

 

Figura 39. (A) Amperogramas obtidos (E1= + 1,20 V e E2 = + 1,55V) para injeções em 

triplicata de soluções contendo concentrações crescentes de PA: 1,0 mg L-1 (a) a 200,0 

mg L-1 (j); (C) Amperogramas obtidos para injeções de soluções contendo CA entre 0,1 

mg L-1 (a) e 26,0 mg L-1 (j); (B) Curvas de calibração calculadas a partir das correntes de 

pico dos amperogramas de A (i+1,20V) e C (i+1,55V). Condições do sistema BIA: tempo de 

pulso: 40 ms; volume injetado: 100 L; velocidade de injeção: 156 L s-1. 

 

Conforme apresentado, a curva de calibração foi linear nas concentrações entre 

1,0 e 100 mg L-1. Além disto, o fator obtido apresentou um valor praticamente 
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constante neste intervalo (1,03  0,01). Do mesmo modo, dois amperogramas foram 

obtidos a partir da injeção de soluções contendo CA em concentrações entre 0,1 mg L-1 

e 26,0 mg L-1 (Figura 39C). Nesta, nota-se correntes de pico consideráveis somente em 

E2 = +1,55V, visto que a CA somente apresenta correntes de oxidação em pulsos de 

potencial acima de + 1,3V (Figura 31C). A curva de calibração obtida a partir destes 

resultados é linear em todo o intervalo de concentração avaliado (Figura 39B).  

Vale ressaltar que as concentrações de PA e de CA injetadas no sistema BIA-

MPA foram planejadas de acordo com a razão da concentração entre PA e CA 

encontrada em formulações farmacêuticas disponibilizadas no mercado (7,7 vezes 

mais PA do que CA em m/m, segundo a bula do medicamento). 

 

(4) Manutenção do fator durante um percurso de injeções dos padrões e amostras: 

Esta condição é essencial, pois o mesmo FC será utilizado na obtenção das correntes 

de oxidação da CA em todas as soluções injetadas no sistema (padrões e amostras). 

Portanto, se o fator variar no decorrer da análise (devido à contaminação do ET, por 

exemplo), o erro no cálculo da concentração de CA será proporcional a esta variação. 

Experimentalmente, o fator é monitorado através da injeção de uma solução que 

contém apenas o analito que oxida nos dois pulsos de potencial (PA), no início e no 

final do experimento. É importante ressaltar que a espécie empregada na obtenção do 

FC deve ser injetada pelo menos uma vez em cada análise. Em experimentos realizados 

em diferentes dias foi verificado que o fator pode apresentar alterações. Por exemplo, 

trabalhando-se nas mesmas condições experimentais, o FC (PA) apresentou um valor 

médio de 1,485 em um dia e 1,027 em outro. Provavelmente, estas mudanças ocorrem 

devido a alterações na superfície do eletrodo de filme de BDD, decorrentes de 

pequenas diferenças no procedimento de limpeza e ativação. 

 

 A Figura 40A apresenta os amperogramas obtidos em +1,20 V e +1,55 V (com as 

correntes da linha base normalizadas até zero) para injeções em triplicata de cinco 

soluções padrão contendo misturas de PA e CA em diferentes concentrações (todos na 

razão [PA]/[CA] ≈ 7,7) e duas formulações farmacêuticas diluídas em eletrólito suporte. 

As soluções contendo somente PA (a, Fig. 40A) foram injetadas para o cálculo do FC no 

início (FCi) e no final das injeções (FCf). Respectivamente, estes FCs tiveram os valores 
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de 1,011 ( 0,006) e 1,049 ( 0,005), portanto sem alterações significativas no decorrer 

da curva. 

 

 Figura 40. (A) Amperogramas obtidos por BIA-MPA após injeções em triplicata de duas 

soluções de PA (a: 25 mg L-1), cinco misturas de PA (b – f: 5,0 até 75,0 mg L-1) e CA (b – 

f: 0,7 até 9,8 mg L-1) e duas formulações farmacêuticas (g e h); (B) Respectivas curvas 

de calibração obtidas para PA e CA. Demais condições iguais à Figura 39.  

 

Conforme apresentado na Figura 40B, as curvas de calibração obtidas a partir 

das correntes de oxidação de PA e CA apresentaram boa linearidade (R = 0,999) e as 

seguintes equações de reta, respectivamente: i(A) = 1,051 [PA] (mg L-1) – 0,231 e 

i(A) = 1,838 [CA] (mg L-1) – 0,217. Os LD e LQ foram calculados em 0,26 e 0,35 mg L-1 

para PA e em 0,14 e 0,19 mg L-1 para CA, respectivamente. Nestas condições, a 

frequência analítica foi calculada em aproximadamente 160 injeções por hora. As 

concentrações de PA e CA calculadas por BIA-MPA em formulação farmacêutica 

analisada, bem como os valores que constam na bula são apresentados na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Resultados da análise simultânea de PA e CA em medicamento por BIA-MPA 

Analitos Fator Valor rotulado (mg) Valor BIA/MPA (mg) Erro (%)d 

PA/CAa 1,011 500,0 / 65,0 478,2 / 58,6 - 4,4 / - 9,8 

PA/CAb 1,011 500 / 65  483,7 / 58,3  - 3,3 / - 10,3 

a 
comprimido dissolvido diretamente no eletrólito e 

b 
triturados previamente à dissolução. 

c 
Tempo de 

pulso: 40 ms; 
d 

Erro (%) = 100 (valor BIA-MPA - valor rotulado / valor rotulado).  
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Finalmente, a precisão do sistema BIA-MPA foi avaliada em análises realizadas 

no mesmo dia (intra-dias) e em dias diferentes (inter-dias). No mesmo dia, foram 

comparadas as correntes de oxidação de PA e CA obtidas em injeções sucessivas de 

solução contendo mistura de PA e CA. Conforme mostrado (Figura 41), o sistema 

apresentou excelente repetibilidade nas injeções devido aos baixíssimos DPR 

calculados (DPRPA = 0,14 %; DPRCA = 0,23 %; DPRFC = 0,20 %; n=20), caracterizando uma 

precisão adequada para a determinação simultânea de PA e CA em formulações 

farmacêuticas. Na avaliação da precisão entre dias, foram usados os valores de 

sensibilidades obtidas para PA e CA em três distintos dias de análise. Comparando-se 

os três valores, não foram notadas diferenças significativas (DPRPA = 5,1 %, DPRCA = 1,9 

%; n = 3). Logo, mantendo-se as condições do sistema BIA-MPA constantes, bem como 

os procedimentos de ativação do ET é possível obter resultados reprodutíveis em 

diferentes dias de análise. 

 

 

Figura 41. (A) Amperogramas obtidos para injeções sucessivas (n = 20) de solução 

mista contendo PA e CA (25 mg L-1 cada) no sistema BIA-MPA e (B) respectivas 

correntes de oxidação de PA e CA. Demais condições iguais à Figura 39.   

 

3.3.1.2. Dipirona (DI) e Cafeína (CA) 

 

 Os estudos para a determinação simultânea de DI e CA em formulações 

farmacêuticas empregando BIA-MPA foram realizados do mesmo modo aos efetuados 

para PA e CA. Na Figura 42B são apresentados os amperogramas obtidos usando o 
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sistema BIA-MPA com a aplicação de dez pulsos de potencial em meio de tampão 

acetato 0,1 mol L-1 e injeção de solução contendo DI ou CA.  

 

 

Figura 42. (A) Esquema da sequência de pulsos de potencial aplicados no ET de BDD 

(forma cíclica) para o estudo do comportamento eletroquímico de DI e CA; (B) 

Amperogramas obtidos com a injeção de solução contendo DI ou CA (25 mg L-1) e (C) 

respectivos voltamogramas hidrodinâmicos. Demais parâmetros idem aos da Fig. 34. 

 

Na Figura 42C são apresentados os voltamogramas hidrodinâmicos obtidos pela 

plotagem das correntes de oxidação obtidas em cada pulso de potencial (Figura 42B) 

para injeções de solução contendo DI ou CA. Conforme pode ser observado, o 

mecanismo de oxidação da DI envolve mais de uma etapa. Inicialmente existe um 

aumento da corrente de oxidação em potencial próximo a + 0,40 V alcançando um 

máximo (patamar) em +1,10 V. No entanto, em potenciais maiores que +1,10 V ocorre 

um novo aumento de corrente até +1,70 V, sem alcançar um valor máximo no 

intervalo de pulsos de potencial aplicados (+0,35 V até +1,70 V).  

Este comportamento eletroquímico da oxidação de DI na superfície de 

eletrodos não modificados já havia sido relatado anteriormente na literatura [127, 

176]. De acordo com Teixeira et al. [176], a DI é submetida a quatro processos de 

oxidação na superfície do ET, sendo o primeiro relativo à oxidação do grupo 

metanossulfato (CH2SO3
-) presente na sua estrutura. Nesta reação existe a liberação de 

dois elétrons, um íon H+, uma molécula de formaldeído e um ânion sulfito. Os 

mecanismos relativos às outras oxidações da dipirona não foram reportados na 

literatura até o momento. As equações para as reações de oxidação de DI na superfície 
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do ET são apresentadas na Figura 43. As reações de oxidação de CA já foram discutidas 

na Figura 35 deste trabalho. 

 

 

Figura 43. Esquema do mecanismo de oxidação da dipirona segundo Teixeira et al. 

[176] (a) Ânion da dipirona (forma reduzida); (b) Dipirona (forma oxidada); (c) Ânion 

sulfito; (d) formaldeído. 

 

 De acordo com o comportamento eletroquímico de cada analito na superfície 

do ET (BDD) em meio de TAC 0,1 mol L-1, é possível utilizar a seguinte sequência de 

pulsos de potencial (por MPA) na determinação simultânea de DI e CA, conforme 

apresentado na Figura 44:  

(1) + 1,10 V (40 ms): oxidação e determinação de DI, sem a interferência de CA;  

(2) + 1,55 V (40 ms): oxidação DI e CA, com a determinação de CA através da Equação 8 

e o uso de um fator de correção (FC, Eq. 9) calculado com as correntes detectadas na 

injeção de solução contendo somente DI.  

 

)( 10,155,1 xFCiii VVCA               (8) 

VDIVDI iiFC 10,155,1 /              (9) 

  

A Figura 44 apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de potencial de 

+1,10 V e +1,55 V para injeções em duplicata de três soluções teste de composições 

diferentes: (1) somente 25 mg L-1 DI; (2) somente 25 mg L-1 CA e (3) mistura de DI + CA 

(25 mg L-1 cada). Conforme apresentado, somente DI é oxidada em +1,10 V, visto que 

as correntes neste potencial são de 9,1 A e 8,9 A nas injeções da solução contendo 

somente DI e mistura de DI + CA, respectivamente. No pulso de potencial de +1,55 V, 

DI e CA são oxidadas simultaneamente, pois a corrente neste pulso de potencial na 
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injeção da solução contendo mistura de DI e CA (48,7 A) corresponde à soma das 

correntes adquiridas para cada composto individualmente (21,5 A para DI + 27,0 A 

para CA).  

 

Figura 44. (A) Sequência de pulsos de potencial aplicados ao ET de BDD; (B) Respostas 

obtidas por BIA-MPA após injeções (em duplicata) de soluções contendo 25 mg L-1 de 

DI ou 25 mg L-1 de CA ou mistura de ambos na mesma concentração cada (25 mg L-1). 

Demais condições: idem à Figura 36. 

   

Na Figura 44 observa-se também que a corrente de oxidação da DI obtida em 

+1,55 V é aproximadamente o dobro da corrente de oxidação da DI obtida em +1,10 V, 

o que está de acordo com o comportamento eletroquímico da DI no sistema BIA-MPA 

apresentado na Figura 42C. Logo, na determinação simultânea de DI e CA, o fator 

apresenta um valor sempre próximo a 2 (FC = iDI+1,55V/iDI+1,10V). É importante enfatizar 

que o valor do fator foi constante (DPR = 1,6 %) na faixa linear investigada para DI (5,0 

até 50,0 mg L-1) empregando as condições otimizadas do sistema BIA-MPA (Velocidade 

de injeção: 156 L s-1, volume injetado: 100 L).  

 Para demonstrar a potencialidade do sistema BIA-MPA na determinação 

simultânea de DI e CA, a Figura 45A mostra os amperogramas obtidos em + 1,10 V e + 

1,55 V para injeções em triplicata de soluções padrão contendo concentrações 

crescentes de DI e CA e de uma solução de uma amostra (comprimido dissolvido no 

eletrólito). As concentrações de DI e CA em cada solução padrão foram selecionadas 

de acordo com a relação existente entre estes compostos em formulações 

farmacêuticas comerciais (250 mg de DI e 30 mg de CA).  
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Conforme apresentado, as curvas obtidas para DI e CA apresentaram boa 

linearidade nas respectivas faixas de concentração avaliadas (R = 0,999). Os LDs foram 

calculados em 0,26 mg L-1 e 0,04 mg L-1 para DI e CA, respectivamente. O fator, que foi 

calculado pela razão das correntes de oxidação detectadas na injeção de solução 

contendo somente DI (a – Fig. 45A), apresentou valor praticamente constante no início 

(2,07) e no final da análise (2,08). As concentrações calculadas por BIA-MPA (n=3) 

foram 225 mg ( 11) e 30 mg ( 2), o que corresponde às recuperações de 90 e 100 %, 

respectivamente.  

 

 

Figura 45. (A) BIA-MPA obtidos após injeções (em triplicata) de duas soluções de DI (a: 

10 mg L-1), seis soluções de misturas de DI (b–g: 3,0 até 25,0 mg L-1) e CA (b–g: 0,36 até 

3,0 mg L-1) e uma formulação farmacêutica (h); (B) respectivas curvas de calibração 

obtidas para DI e CA. Condições iguais às da Figura 39. 

 

A Figura 46 apresenta os resultados obtidos para injeções sucessivas (n = 10) no 

sistema BIA-MPA de solução contendo somente DI (10,0 mg L-1) e de solução contendo 

ambos os compostos (DI + CA; 10,0 e 1,2 mg L-1, respectivamente).  
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Figura 46. (A) Amperogramas obtidos para dez injeções de solução padrão contendo DI 

10,0 mg L-1 e dez injeções de solução padrão contendo simultaneamente DI + CA (10,0 

+ 1,2 mg L-1); (B) Respectivas correntes de oxidação obtidas para DI (i+1,10 V) e CA (i+1,55 V 

– FC x i+1,10V). Demais condições iguais à Figura 39. 

 

A partir dos resultados apresentados na Fig. 46, os seguintes desvios padrões 

relativos foram calculados: DPRDI = 0,40 %; DPRCA = 1,37 %; DPRFATOR = 0,47 %. Estes 

resultados demonstram que o método proposto (BIA-MPA) apresenta adequada 

precisão, seletividade e sensibilidade para a determinação simultânea de DI e CA em 

formulações farmacêuticas. 

 

3.3.1.3. TBHQ, BHA e BHT  

 

No início dos estudos de determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT por 

BIA-MPA, algumas condições experimentais adotadas foram obtidas a partir de 

trabalhos publicados anteriormente [48, 106, 128, 160]. Primeiramente, nas 

determinações de TBHQ, BHA e BHT (individualmente ou simultaneamente) é 

necessário um eletrólito que contenha em sua composição um solvente orgânico 

(etanol), devido à baixa solubilidade destes antioxidantes fenólicos em meio aquoso. 

Em dois trabalhos publicados por Medeiros et al. [106, 128], foi utilizado um eletrólito 

composto por etanol/solução de KNO3 10 mmol L-1 (pH 1,5) na proporção de 30/70 % 

(v/v) na determinação de BHA e BHT em maionese. Em outros trabalhos, Tormin et al. 

empregaram como eletrólito uma mistura de etanol/HClO4(aq.) 0,05 mol L-1 75/25 (v/v) 

na determinação de TBHQ [160] e de etanol/HClO4(aq.) 50/50 (v/v) na determinação de 
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BHA [48], ambos em biodiesel. Vale ressaltar que nestes trabalhos foi empregado um 

eletrodo de filme de BDD pré-tratado catodicamente.  

Logo, os estudos iniciais na investigação do comportamento eletroquímico de 

TBHQ, BHA e BHT foram realizados em solução contendo 30 % de etanol (v/v). 

Inicialmente, experimentos por SWV foram realizados para a verificação dos sinais 

obtidos para cada antioxidante em quatro eletrólitos suportes diferentes: TAC, tampão 

Britton–Robinson, KCl + HCl e NaOH (todos na concentração de 0,1 mol L-1 e 

preparados em meio de 30/70 % de etanol/água). Através dos voltamogramas obtidos 

(não apresentados), foi observado que o eletrólito composto por KCl e HCl 0,1 mol L-1 

apresentou melhor sensibilidade para o BHT e melhor separação do potencial de pico 

entre TBHQ e BHA. Na Figura 47C são apresentados os voltamogramas hidrodinâmicos 

obtidos para TBHQ, BHA e BHT neste meio por BIA-MPA.  

 

 

Figura 47. (A) Esquema da sequência de pulsos de potencial empregados no estudo do 

comportamento eletroquímico de TBHQ, BHA e BHT usando o sistema BIA; 

(B) Amperogramas obtidos na injeção de solução contendo TBHQ ou BHA ou BHT (50 

mol L-1); (C) Voltamogramas hidrodinâmicos. Vol.injetado: 200 L; Vel.injeção: 56 L s-1. 

Eletrólito: KCl + HCl 0,1 mol L-1 em 30/70 % de etanol/água, respectivamente. 

 

 Conforme observado, cada composto é oxidado na janela de potencial 

estudada. O TBHQ foi oxidado em todo o intervalo de potencial avaliado (+0,6 a +1,5 V; 

Figura 47A), atingindo uma corrente máxima ou limite (iL) em + 0,7 V. Já o BHA e o BHT 

somente são oxidados em potenciais mais elevados, apresentando iL em potenciais 

acima de +0,8 V e +1,0 V, respectivamente. Este comportamento eletroquímico 

apresentado por cada antioxidante (EpTBHQ < EpBHA < EpBHT) já havia sido descrito na 
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literatura [48, 106, 128, 160]. De acordo com Ceballos et al. [177] e de La Fuente et al. 

[178], o mecanismo de oxidação destes antioxidantes fenólicos ocorre num processo 

envolvendo dois elétrons (Figura 48). 

De acordo com a Figura 47C, é possível notar uma menor separação entre os 

potenciais de pico do TBHQ e do BHA (≈ 100 mV) do que na separação dos potenciais 

de pico entre o BHA e BHT (≈ 200 mV). Logo, para não haver interferência do sinal 

gerado (corrente de oxidação) por um analito sobre o de outro na determinação 

simultânea dos três antioxidantes fenólicos empregando BIA-MPA, é necessário 

selecionar três pulsos de potencial onde exista uma seletividade adequada para cada 

espécie. Baseado no comportamento eletroquímico apresentado por cada analito 

(Figura 47C), um experimento BIA-MPA foi realizado com injeções de soluções padrão 

contendo TBHQ, BHA e BHT (individualmente ou misturas destes), com aplicação da 

seguinte sequência de pulsos de potencial ao ET de BDD: + 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V por 

60 ms cada. Os amperogramas de múltiplos pulsos obtidos neste experimento são 

apresentados na Figura 49. 

 

 

Figura 48. Esquemas das reações de oxidação eletroquímica do TBHQ [178], BHA [178] 

e BHT [177].   

  



 

95 

 

 

Figura 49. (A) Sequência de pulsos de potencial aplicados ao ET de BDD no sistema BIA; 

(B) Amperogramas obtidos após injeções (em triplicata) de soluções contendo: (a) 

TBHQ, (b) BHA, (c) BHT, (d) TBHQ + BHA, (e) BHA + BHT, (f) TBHQ + BHT, e (g) TBHQ + 

BHA + BHT. Condições: [TBHQ] = [BHA] = [BHT] = 50 mol L-1; Eletrólito: KCl + HCl 0,1 

mol L-1 (30/70 % de etanol/água); Demais condições iguais à Figura 39.  

 

 Os resultados apresentados na Figura 49 nos permitem concluir que: 

(1) + 0,6 V / 60ms: oxidação do TBHQ sem a interferência de BHA e BHT;  

(2) + 0,8 V / 60ms: oxidação simultânea de TBHQ e BHA, sem a interferência de BHT;  

(3) +1,3 V / 60ms: oxidação simultânea dos três antioxidantes (TBHQ, BHA e BHT). 

No entanto, tal como nas duas determinações simultâneas anteriores (PA/CA e 

DI/CA), para discriminar as correntes relativas de cada espécie é necessário o emprego 

de equações matemáticas, devido à oxidação de mais de um antioxidante nos pulsos 

de potencial de + 0,8 V e + 1,3 V (na injeção de soluções contendo dois ou três 

antioxidantes). Além disto, os fatores de correção (FC) devem ser incluídos nas 

equações para corrigir diferenças nas correntes de um dado analito nos pulsos de 

potencial empregados. Assim como nos estudos anteriores, o valor a ser usado como 

FC é obtido mediante a injeção de solução contendo somente o analito presente na 

amostra que é oxidado em mais de um pulso de potencial. Quando são injetadas 

soluções contendo misturas de TBHQ, BHA e BHT (binárias ou ternárias) no sistema 
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BIA-MPA, as correntes de oxidação relacionadas com a oxidação de cada antioxidante 

(TBHQ, BHA e BHT) individualmente são obtidas através das equações 10, 11 e 12, 

respectivamente. Três fatores (FC) são utilizados nestas três equações: FC1 = iTBHQ+0,9V / 

iTBHQ+0,6V; FC2 = iTBHQ+1,3V / iTBHQ+0,6V; FC3 = iBHA+1,3V/iBHA+0,8V.  

 

VTBHQ ii 6,0          (10) 

 

      iBHA = i+0,8V - iTBHQ +0,8V 

)( 16,08,0 xFCiii VVBHA           (11) 

 

          iBHT = i+1,3V - iTBHQ+1,3V - iBHA+1,3V 

)()( 38,026,03,1 xFCixFCiii VBHAVVBHT            (12) 

 

3.3.1.3.1. Otimizações 

 

 Conforme apresentado na Figura 49, utilizando a sequência de pulsos de 

potencial de + 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V em conjunto com as equações 10, 11 e 12 (e os 

respectivos FCs) é possível diferenciar as correntes de oxidação de cada antioxidante. 

No entanto, as correntes detectadas para TBHQ, BHA e BHT apresentam características 

singulares devido a este esquema de detecção, como por exemplo:  

(1) iTBHQ: apresenta baixa intensidade em função do pulso de potencial empregado 

(+0,6 V), o qual não se situa na região onde a corrente é máxima (iL). Caso fosse 

aplicado um pulso de potencial mais positivo (entre + 0,7 V e + 0,8 V), o BHA 

também seria oxidado e geraria uma interferência;  

(2) iBHA: corrente é obtida através de uma subtração (Equação 11), logo tendo uma 

tendência de apresentar variações maiores (comparando com iTBHQ);  

(3) iBHT: corrente obtida através de duas subtrações (Equação 12), podendo 

apresentar as maiores variações (em relação à iTBHQ e iBHA).  

 



 

97 

 

Logo, é necessário otimizar as condições experimentais de forma que o sistema 

BIA-MPA apresente sensibilidade para TBHQ e precisão adequada para BHA e TBHQ na 

determinação simultânea destes três antioxidantes.  

 Conforme apresentado na Figura 38, nos experimentos por MPA, quanto maior 

o número de pontos de leitura de corrente adquiridos na região do pico onde a 

corrente é máxima (iMAX), melhor é a precisão do sistema (menores DPR). Logo, nas 

duas determinações simultâneas anteriores (PA/CA e DI/CA) foi utilizado um baixo 

tempo de pulso de potencial (40 ms). No entanto, aplicando-se três pulsos de 

potencial (+ 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V) com tempos de pulso de 40 ms ou 30 ms, o 

software GPES 4.9.007 passa a apresentar lentidão na aquisição dos dados (não plota 

os resultados na tela em tempo real, além de não responder prontamente aos 

comandos realizados via “mouse”). Devido a esta limitação, passou-se a utilizar um 

tempo de pulso de potencial de 50 ms. Porém, a 50 ms, o número de pontos 

adquiridos (leitura de corrente) em iMAX é menor do que empregando 40 ms, 

comprometendo a precisão do sistema. Então, para adequar a precisão do sistema 

BIA-MPA (principalmente para iBHA e iBHT) com o tempo de aplicação do pulso de 

potencial a 50 ms, foi necessário utilizar um maior volume de injeção (200 L). 

Conforme apresentado na Figura 50, o número de pontos adquiridos na região de iMAX 

em cada pulso de potencial (amperograma) é maior num volume injetado de 200 L 

(maior volume injetado mantendo a velocidade de injeção constante = maior tempo 

de injeção = maior número de leituras de corrente por pico transiente). Este 

comportamento pode ser observado através dos DPRs (n = 3) calculados com as 

correntes detectadas no pulso de potencial de 1,3 V em função do volume injetado 

(DPR50L = 4,6 %; DPR100L = 1,6 %; DPR200L = 1,2 %). 

Nas primeiras injeções dos antioxidantes no sistema BIA-MPA, foi verificado 

que os picos destes analitos eram mais largos (maior tempo necessário para retorno 

do sinal à linha base) do que os picos dos fármacos estudados anteriormente (PA, DI e 

CA), devido, provavelmente, à velocidade de difusão mais lenta destes analitos (TBHQ, 

BHA e BHT). Deste modo, a frequência analítica do sistema BIA-MPA para a 

determinação simultânea dos antioxidantes seria mais baixa. De forma a diminuir a 

largura dos picos, foi então inserido no sistema BIA um agitador mecânico (Figuras 12 e 
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13). No entanto, além do aumento da frequência analítica, também foi necessário 

estudar com maior ênfase o efeito de outros parâmetros do sistema BIA-MPA 

(sensibilidade do TBHQ e precisões para BHA e BHT). 

    

 

Figura 50. Amperogramas obtidos para injeções de solução padrão contendo TBHQ, 

BHA e BHT (50 mol L-1 cada) em função do volume injetado (50, 100 e 200 L). 

Eletrólito: KCl + HCl 0,1 mol L-1 (30/70 % de etanol/água); Velocidade de injeção: 156 

L s-1; Tempo de pulso: 50 ms.  

 

Com o objetivo de avaliar várias características do sistema simultaneamente 

(sensibilidade, frequência analítica e precisão), dezesseis experimentos foram 

realizados em diferentes condições (variação da velocidade de injeção e de agitação) 

do sistema BIA-MPA. Em cada condição foram efetuadas cinco injeções de solução de 

mistura equimolar de TBHQ, BHA e BHT (50 mol L-1) com um volume injetado 

constante de 200 L. As condições usadas cada experimento BIA-MPA são 

apresentadas na Tabela 9. Os formatos dos picos nos respectivos amperogramas 

obtidos (em + 1,3 V) em cada condição avaliada são apresentados na Figura 51. 
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Tabela 9. Condições dos experimentos para as otimizações das variáveis do sistema 

BIA-MPA para a determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT. 

 Variáveis Variáveis escaladas 

Experimento Velocidade de 
injeção  

(28 a 344 L s-1) 

Agitação  
(0 a 4000 

rpm) 

Velocidade de 
injeção  

(-1,0 a + 1,0)1 

Agitação  
(-1,0 a 1,0)2 

1 156 2700 - 0,21 + 0,35 
2 43 4000 - 0,91 + 1,00 
3 28 0 - 1,00 - 1,00 
4 344 0 + 1,00 - 1,00 
5 344 4000 + 1,00 + 1,00 
6 344 1400 + 1,00 - 0,30 
7 256 2200 + 0,44 + 0,10 
8 75 1760 - 0,70 -0,12 
9 113 1400 - 0,46 - 0,30 

10 193 0 + 0,04 - 1,00 
11 156 1760 - 0,21 -0,12 
12 28 1400 - 1,00 - 0,30 
13 56 2600 - 0,82 + 0,30 
14 193 2600 + 0,04 + 0,30 
15 256 1200 + 0,44 - 0,40 
16 100 2700 - 0,54 + 0,35 

1 Equação para o cálculo: Xv.inj. = (V. Inj. – 186) /158. 

2 Equação para o cálculo: XAgitação = (Agitação – 2000) / 2000. 

 

 

Figura 51. Perfil dos picos amperométricos obtidos na injeção de solução equimolar de 

TBHQ, BHA e BHT (50 mol L-1) em distintas condições do sistema BIA-MPA (Tabela 7). 

Picos relativos aos amperogramas adquiridos em + 1,3 V. Volume injetado: 200 L. 
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Conforme apresentado na Figura 51, as formas do pico (altura e largura) são 

extremamente dependentes da velocidade de injeção e da intensidade da agitação 

utilizada na célula BIA. No entanto, para facilitar a compreensão dos efeitos das 

condições experimentais nas particularidades desejadas na determinação simultânea 

(sensibilidade para o TBHQ e precisão para BHA e BHT), cada parâmetro foi avaliado 

separadamente.  

Para isto, foi obtida uma superfície de resposta para cada característica 

(corrente, frequência analítica, ruído e DPR). Estas superfícies (e as respectivas 

equações matemáticas) foram geradas pelo software Statistica 7, com base nos sinais 

dos amperogramas adquiridos nos 16 experimentos realizados por BIA-MPA (Tabela 7). 

 Os dados de entrada inseridos no software para a geração das superfícies de 

resposta foram:  

a) eixo x: valores escalados de velocidade de injeção;  

b) eixo y: valores escalados de agitação;  

c) eixo z: resposta obtida (ruído, corrente, DPR ou frequência analítica).  

Nestes casos, foi necessário inserir variáveis escaladas para não haver 

interferência da grandeza de uma variável nas respostas do sistema. Por exemplo, os 

valores da grandeza velocidade de injeção (28 a 344 L s-1) são bem menores do que 

os valores da agitação do eletrólito (0 a 4000 rpm).   

Uma expressão matemática geral para a obtenção de uma variável escalada 

qualquer é apresentada na equação 13 [179]. As variáveis escaladas de velocidade de 

injeção e agitação, bem como as equações matemáticas utilizadas na obtenção das 

mesmas são apresentadas na Tabela 9. 

 

2

X

XmédioXreal
Xn




  

(13) 

Onde: 
Xn = variável escalada. 
Xreal = valor real da variável escalada. 
Xmédio = valor médio da amplitude de variação da variável 

X = Diferença entre o valor superior e inferior da variável. 

  

Na Figura 52 são apresentadas as superfícies de resposta geradas para o TBHQ 

a partir dos resultados (amperogramas) obtidos em distintas condições de velocidade 
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de injeção e agitação. Cada superfície é relativa a uma resposta do sistema BIA-MPA 

(corrente, frequência analítica, ruído e DPR). As dezesseis condições experimentais na 

forma de variáveis escaladas também são representadas nestas superfícies. 

 

 

Figura 52. Superfícies de resposta e respectivas equações matemáticas (funções 

quadráticas) para TBHQ geradas a partir dos amperogramas obtidos em distintas 

condições do sistema BIA-MPA. Respostas: corrente (A), frequência analítica (B), ruído 

(C) e DPR (D). Volume injetado: 200 L; Tempo de pulso: 50 ms; x e y (nas equações) 

correspondem às variáveis escaladas de vel. de injeção e agitação, respectivamente.  

 

Conforme apresentado na Figura 52A (e respectivas equações matemáticas 

geradas), observa-se que as correntes mais intensas de TBHQ (maior sensibilidade) são 

obtidas quando as injeções são realizadas em altas velocidades. Vale ressaltar que as 

superfícies geradas para iBHA e iBHT (não apresentadas) também apresentaram os 

mesmos perfis, porém com sinais mais intensos, visto que as correntes de BHA e BHT 
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são maiores. Além disto, maiores frequências analíticas (Figura 52B) são obtidas 

empregando maiores velocidades de injeção e/ou de agitação. Já o ruído da linha base 

possui relação apenas com a velocidade de agitação da célula BIA (Figura 52C). 

Entretanto, mesmo nas velocidades de agitação maiores, os ruídos (9 a 25 nA) são 

muito inferiores às correntes (0,1 a 0,4 A). Nas Figuras 52D, 53A e 53B são 

apresentadas as superfícies relativas aos DPR para TBHQ, BHA e BHT, respectivamente. 

Conforme discutido no início desta seção, os DPR obtidos para o BHT são maiores do 

que os DPR encontrados para BHA e TBHQ (DPRBHT > DPRBHA > DPRTBHQ). Dentre todos 

os experimentos realizados, as condições 7 e 15 apresentaram os menores DPR para os 

três analitos. Entretanto, apesar da sensibilidade ser bem parecida nestas duas 

condições (Figura 52A), a frequência analítica obtida na condição 7 é superior (Figura 

52B), devido à maior velocidade de agitação do sistema BIA. Além disto, a partir de 

outras superfícies de DPR geradas para FC1, FC2 e FC3 (não apresentadas), foi 

observado que baixos DPR dos fatores (FCs) também foram obtidos na condição 7.  

Logo, a condição do sistema BIA-MPA no 7 oferece sensibilidade adequada para 

TBHQ e baixos DPR para iBHA, iBHT e para os fatores de correção. Esta condição, que 

corresponde à velocidade de injeção de 256 L s-1 e agitação de 2200 rpm foi adotada 

nos experimentos subsequentes.  

 

 

Figura 53. Superfícies de resposta para o DPR (funções quadráticas) de BHA e BHT 

obtidas a partir dos distintos experimentos BIA-MPA da Tabela 7. iBHA e iBHT obtidas das 

equações 6 e 7, respectivamente. Demais condições conforme Figura 52. 
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3.3.1.3.2. Aplicações: 

 

 Conforme apresentado anteriormente neste trabalho na determinação 

simultânea dos fármacos (PA/CA, DI/CA), para a obtenção de resultados confiáveis é 

necessário injetar os padrões de cada antioxidante em uma faixa de concentração 

onde exista uma relação linear entre concentração e as respectivas correntes de cada 

analito. Além disto, é indispensável trabalhar em uma faixa de concentração onde os 

fatores de correção apresentem valores relativamente constantes. Logo, foram 

injetados no sistema BIA-MPA soluções padrão contendo somente TBHQ, BHA ou BHT 

em uma faixa de concentração entre 10 mol L-1 e 250,0 mol L-1 (Figura 54).  

 

 

Figura 54. Amperogramas e respectivas curvas de calibração obtidas para injeções de 

soluções contendo TBHQ ou BHA ou BHT em concentrações crescentes (a – g: 10 – 250 

mol L-1). Condições otimizadas: Volume injetado: 200 L; tempo de pulso: 50 ms; 

Velocidade de ingeção: 250 L s-1; Agitação: 2200 rpm. 

 

Conforme apresentado na Figura 54, as curvas obtidas para o TBHQ, BHA e BHT 

apresentaram linearidade adequada até 100, 250 e 200 mol L-1, respectivamente. No 

entanto, os fatores de correção apresentaram maior precisão em concentrações até 

100 mol L-1 (FC1 = 4,11  0,09; FC2 = 4,37  0,12; FC3 = 1,35  0,02). 

Após estas investigações preliminares, foi realizado o experimento para a 

determinação simultânea dos antioxidantes. Para tal, foram injetadas no sistema BIA-
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MPA soluções padrões de composição mista contendo TBHQ + BHA + BHT em 

concentrações crescentes e equimolares (10 – 100 moL L-1) e sete amostras 

simuladas. Estas amostras foram preparadas através da diluição de padrões 

previamente dissolvidos em etanol de TBHQ, BHA e BHT. No total foram preparadas 

sete soluções, sendo três contendo somente um analito (TBHQ ou BHA ou BHT), três 

contendo misturas de dois analitos (TBHQ + BHA, BHA + BHT, TBHQ + BHT) e uma 

contendo os três (TBHQ, BHA e BHT). A concentração dos analitos foi de 50 mol L-1. 

Os amperogramas obtidos neste experimento (+ 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V) e as 

respectivas curvas de calibração calculadas para TBHQ, BHA e BHT são apresentados 

na Figura 55A e 55B, respectivamente.  

 

 

Figura 55. (A) Amperogramas obtidos após injeções em triplicata de duas soluções de 

TBHQ (a: 50 mol L-1), duas soluções de BHA (b: 50 mol L-1), sete soluções padrão 

contendo solução mista de TBHQ, BHA e BHT (p1 a p7: 7 a 100 mol L-1 de cada), sete 

amostras simuladas contendo (a1) TBHQ, (a2) BHA, (a3) BHT, (a4) TBHQ + BHA, (a5) BHA 

+ BHT, (a6) TBHQ + BHT e (a7) TBHQ + BHA + BHT (50 mol L-1 cada); (B) Respectivas 

curvas de calibração para TBHQ, BHA e BHT. Demais condições: idem à Figura 53.  
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Antes de injetar os padrões de composição mista, foi injetada uma solução 

padrão contendo somente TBHQ (50 mol L-1) para o cálculo de FC1 e FC2 e de solução 

padrão contendo somente BHA (50 mol L-1) para o cálculo de FC3. Estas soluções 

foram novamente injetadas ao final do experimento. De acordo com os valores 

calculados, observa-se que não existem diferenças significativas entre os fatores de 

correção calculados no início do experimento (FCi) e ao final do mesmo (FCf). Os 

valores obtidos foram os seguintes: FC1i = 8,6 (FC1f = 8,9); FC2i = 12,4 (FC2f = 12,8); FC3i = 

1,6 (FC3f = 1,6). Além disto, na injeção das soluções padrão e das soluções amostra foi 

obtida uma seletividade para cada analito (tal como na Figura 49B). As 54 injeções 

foram efetuadas em aproximadamente 1600 s, o que corresponde a uma frequência 

analítica de aproximadamente 120 injeções por hora. 

Em relação às três curvas de calibração obtidas (Figura 55B), foi encontrada 

maior sensibilidade para o BHA e menor sensibilidade para o TBHQ, tal como exposto 

anteriormente (seção 3.3.1.3.1.). Além disto, a curva de calibração do BHT apresentou 

menor coeficiente de correlação (R = 0,995) em relação às curvas de TBHQ (R = 0,999) 

e BHA (R = 0,998), devido ao erro maior encontrado na corrente obtida pela subtração 

das correntes detectadas nos outros pulsos de potenciais (Equação 12). Os limites de 

detecção e quantificação calculados para TBHQ, BHA e BHT foram respectivamente: 

2,30 e 7,67; 0,18 e 0,58; 0,54 e 1,80 (mol L-1). Os resultados obtidos na determinação 

de TBHQ, BHA e BHT nas sete amostras simuladas são apresentados na Tabela 10. 

Conforme apresentado (Tabela 10), os erros nas concentrações determinadas 

por BIA-MPA em relação às concentrações presentes nas amostras simuladas foram 

menores que 10 %. No entanto, nas amostras 5, 6 e 7 os erros encontrados na 

determinação de BHT foram maiores do que 10 %, provavelmente devido à menor 

precisão encontrada para este composto por BIA-MPA.  

Finalmente, um estudo de repetibilidade do sistema (Figura 56A) foi realizado 

mediante vinte injeções sucessivas de soluções contendo simultaneamente TBHQ, BHA 

e BHT (50 mol L-1 cada). Através destes amperogramas, concluiu-se que o sistema 

BIA-MPA apresenta boa estabilidade em função do tempo devido aos baixos DPR 

calculados (DPRTBHQ = 0,68 %; DPRBHA = 0,99 %; DPRBHT = 1,75 %; n = 20). Conforme 
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previsto, as variações nas correntes de TBHQ foram menores (menor DPR) e as 

variações nas correntes de BHT foram maiores (Figura 56B). 

 

Tabela 10. Resultados obtidos na determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT em 

amostras simuladas (antioxidantes dissolvidos em etanol) empregando BIA-MPA. 

AM. 
Adicionado 

(mol L-1) 

Recuperado 

(mol L-1) 
Erro (%) 

 TBHQ BHA BHT TBHQ BHA BHT TBHQ BHA BHT 

1 50,0  0 0 48,2 ± 0,5 3,9 ± 0,1 - 0,8 ± 3,9 - 3,6 ND ND 

2 0 50,0 0 - 0,7 ± 0,9 52,9 ± 0,6 - 2,4 ± 1,4 ND 5,8 ND 

3 0 0 50,0 - 0,7 ± 1,0 3,7 ± 0,0 52,7 ± 1,4 ND ND 5,4 

4 50,0 50,0 0 50,3 ± 0,8 51,0 ± 0,3 - 3,8 ± 4,5 0,6 2,0 ND 

5 0 50,0 50,0 - 0,7 ± 0,6 55,4 ± 0,4 57,9 ± 4,4 ND 10,8 15,8 

6 50,0 0 50,0 44,9 ± 0,5 6,5 ± 0,6 60,7 ± 4,9 - 10,8 ND 21,4 

7 50,0 50,0 50,0 54,9 ± 1,0 45,5 ± 1,2 59,5 ± 3,7  9,8 - 9,0 19,0 

 Erro (%) = 100 (valor BIA-MPA – valor tabelado) / valor tabelado; ND: não determinado  

 

 

Figura 56. (A) Amperogramas obtidos para injeções sucessivas (n = 20) de solução 

contendo simultaneamente TBHQ, BHA e BHT (50,0 mol L-1 cada) no sistema BIA-

MPA; (B) respectivas correntes de TBHQ, BHA e BHT. Condições: idem à Figura 53. 
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 Após a verificação da eficácia do sistema BIA-MPA na determinação dos três 

antioxidantes em amostras simuladas, a possibilidade da determinação simultânea de 

TBHQ, BHA e BHT em amostras de biodiesel foi verificada. Para isto, sete alíquotas de 

biodiesel de soja (sem aditivos) foram dopadas com um, ou misturas contendo dois ou 

três antioxidantes (semelhante às amostras simuladas da Figura 55A), cada 

antioxidante foi adicionado na concentração de 30,0 mmol L-1. Para a injeção no 

sistema BIA-MPA, as amostras dopadas foram previamente diluídas no eletrólito 

suporte (HCl + KCl em etanol:água; 30:70 - v/v) para obter uma mistura na mesma 

composição do eletrólito usado na célula BIA (HCl + KCl em etanol:água; 30:70 - v/v). 

Entretanto, foi observado que nestas condições, as recuperações calculadas para os 

três antioxidantes foram inferiores a 50 %. Além disto, logo após a injeção da primeira 

amostra de biodiesel foi observado o surgimento de uma turbidez do eletrólito da 

célula BIA. Então, como as recuperações calculadas foram baixas, concluímos que a 

fase oleosa arrasta uma parte dos antioxidantes ao se separar da fase hidroetanólica. 

Provavelmente, tal efeito ocorre devido à maior solubilidade destes compostos 

fenólicos em meio não aquoso.  

 Logo, este mesmo experimento foi repetido utilizando um eletrólito contendo 

KCl + HCl 0,1 mol L-1 em meio de etanol e água na proporção 50:50 (v/v). Nestas 

condições, o eletrólito não ficou turvo no momento das injeções das amostras 

contendo biodiesel. As curvas analíticas obtidas neste experimento, bem como os LD e 

LQ são dados na Tabela 11.  

 

Tabela 11. Figuras de mérito obtidas na determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT 

com eletrólito (KCl + HCl 0,1 mol L-1) na proporção de 50:50 em etanol/água (v/v). 

Curva Equação da reta de calibração LD LQ R 

TBHQ* I (A) = 0,0012 [TBHQ] (mol L
-1

) + 0,0018 11,1 mol L
-1

 36,9 mol L
-1

 0,998 

BHA* I (A) = 0,0156 [BHA] (mol L
-1

) + 0,1166 0,9 mol L
-1

 2,8 mol L
-1

 0,993 

BHT* i (A) = 0,0743 [BHT] (mol L
-1

) + 0,0423 0,2 mol L
-1

 0,6 mol L
-1

 0,992 

* iTBHQ, iBHA e iBHT calculadas através das equações 10, 11 e 12, respectivamente. FC1 = 37,2; FC2 = 49,1; FC3 = 3,5.   

 

 Conforme apresentado (Tabela 11), as sensibilidades para TBHQ e BHA foram 

inferiores (aproximadamente cinco vezes) em relação às obtidas no experimento 
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realizado com o eletrólito contendo 30 % de etanol (v/v) (Figura 55). No entanto, a 

sensibilidade para o BHT foi superior quando comparado ao experimento anterior. Os 

fatores de correção calculados neste experimento (FC1 = 37,2; FC2 = 49,1; FC3 = 3,5) 

foram bem diferentes em relação aos calculados anteriormente (FC1 = 8,6; FC2 = 12,4; 

FC3 = 1,6). Provavelmente, a presença de uma maior quantidade de etanol na mistura 

do eletrólito provoca um deslocamento dos potenciais de pico. Deste modo, estudos 

mais conclusivos devem ser realizados nesta nova condição (etanol 50 %). 

 Apesar do aumento da proporção de etanol alterar significativamente as 

características do sistema BIA-MPA, as recuperações obtidas para TBHQ e BHA foram 

próximas a 100 % (Tabela 12). No entanto, para o BHT as recuperações apresentaram 

valores inferiores a 50 %. Para contornar esta limitação encontrada na determinação 

do BHT em biodiesel, outras estratégias devem ser avaliadas. Dentre estas, pretende-

se estudar outros solventes orgânicos menos polares (acetonitrila, isopropanol, etc.). 

Além disto, deve ser avaliado outro protocolo de dopagem da amostra de biodiesel, tal 

como descrito por Domingos et. al. [155]. Segundo os autores, os antioxidantes devem 

ser adicionados na forma sólida em porções de 100 g da amostra original seguida de 

intensa agitação da mistura, sendo que a soma das concentrações dos três 

antioxidantes não deve exceder o valor de 8000 mg kg-1.  

 

Tabela 12. Recuperações obtidas para TBHQ, BHA e BHT em amostras de biodiesel 

dopadas com estes analitos empregando o sistema BIA-MPA proposto. 

Am. 
Adicionado 
(mmol L-1) 

Recuperado 
(mmol L-1) 

Recuperação (%) 

 TBHQ BHA BHT TBHQ BHA BHT TBHQ BHA BHT 

1 30,0 0 0 26,6 ± 0,6 0 0 88,7 ND ND 

2 0 30,0 0 0 28,6 ± 1,9 0 ND 95,3 ND 

3 0 0 30,0 0 0 10,5 ± 1,0 ND ND 35,0 

4 30,0 30,0 0 34,8 ± 1,0 26,7 ± 2,7 0 116,0 89,0 ND 

5 0 30,0 30,0 0 28,4 ± 4,2 11,0 ± 1,9 ND 94,7 36,7 

6 30,0 0 30,0 33,2 ± 1,3 0 12,7 ± 1,8 110,7 ND 42,3 

7 30,0 30,0 30,0 34,1 ± 1,2 25,0 ± 3,2 13,6 ± 2,5 113,7 83,3 45,3 
 Recuperação (%) = (concentração obtida por BIA-MPA x 100) / concentração adicionada; ND: não 

determinado.   
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A presente tese demonstrou a potencialidade das técnicas FIA e BIA acopladas 

à detecção amperométrica no desenvolvimento de métodos de análise de rotina, com 

potencialidade de aplicação em distintos setores industriais (alimentício, farmacêutico 

e de biocombustíveis). De maneira geral, os resultados obtidos com os dois sistemas 

apresentaram alta frequência analítica, baixo custo relativo e reduzido consumo de 

reagentes e amostras (consequentemente uma menor geração de resíduos). No 

entanto, as metodologias desenvolvidas com o sistema BIA apresentaram maior 

simplicidade e robustez (desnecessidade de tubos, bombas e válvulas), além de fácil 

adaptação para realizar análises em ambientes fora do laboratório (“on-site analyses”).  

Os eletrodos compósitos modificados com azul da Prússia, utilizados no sistema 

FIA (sensor “3 em 1” montado em ponteira de micropipeta,  = 1,6 mm) e no sistema 

BIA (montado em um tubo de poliamida,  = 7,2 mm), apresentaram sensibilidade 

adequada para a determinação de peróxido de hidrogênio em antisséptico bucal e em 

leite UHT desnatado e integral, desde que as amostras sejam diluídas no mínimo dez 

vezes no eletrólito suporte (KCl 0,1 mol L-1 e tampão fosfato 0,05 mol L-1). Deste modo, 

as concentrações de H2O2 encontradas nas duas amostras de antisséptico bucal foram 

bastante próximas ao método padrão (iodometria). Já nas seis amostras de leite 

testadas não foi detectado H2O2. Comparando-se o desempenho dos dois eletrodos 

modificados, foi verificado que o sensor adaptado ao sistema BIA apresentou maior 

sensibilidade (maior área do eletrodo de trabalho) e maior estabilidade deste eletrodo 

compósito, devido à ausência de fluxo deste sistema.  

Após avaliar três distintos procedimentos de modificação do compósito fluído 

condutor preparado em laboratório (grafite / ciclohexanona / adesivo epóxi / AP), foi 

verificado que quando é utilizado o protocolo onde o grafite modificado com AP é 

adicionado (até 30 % m/m) na preparação da mistura fluida sob agitação, é possível 

obter eletrodos com elevada sensibilidade para H2O2, baixa resistência ôhmica e 

homogeneidade do modificador em todo o corpo do eletrodo. Além disto, estes 

sensores construídos são robustos e tem a capacidade de rápida regeneração da 

superfície após polimento em fina lixa (granulação 1200 ou 2000) na presença de água. 

 O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) pré-tratado catodicamente 

apresentou elevada estabilidade e sensibilidade, baixo ruído e reduzidas correntes de 
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fundo quando comparado ao eletrodo de compósito de grafite (não modificado). Deste 

modo, este foi adaptado a um sistema BIA empregando a detecção por amperometria 

de múltiplos pulsos (BIA-MPA) para a determinação simultânea de pares de fármacos 

em duas formulações farmacêuticas (PA/CA e DI/CA) e de três antioxidantes 

adicionados em biodiesel (TBHQ/BHA/BHT). 

 Na determinação simultânea de PA e CA em medicamentos por BIA-MPA foram 

aplicados os pulsos de potencial de + 1,2 V e +1,55 V (40 ms cada) de forma sequencial 

no eletrodo de DDB. No primeiro pulso foi possível a detecção somente de PA e no 

segundo foram detectados ambos PA e CA. Através da subtração da corrente total 

neste pulso pela corrente de PA em + 1,2 V (e o uso de um fator de correção) foi 

possível obter a corrente de CA. Os pulsos de potencial foram escolhidos de acordo 

com os comportamentos eletroquímicos apresentados por estes analitos no eletrodo 

de BDD em meio de tampão acetato 0,1 mol L-1. Na determinação simultânea de DI e 

CA a mesma estragégia foi adotada, porém aplicando os pulsos de + 1,1 V e + 1,55 V. 

Deste modo, as concentrações obtidas de cada fármaco ficaram próximas aos valores 

indicados na bula dos medicamentos (erros < 10 %). 

Para a determinação simultânea de TBHQ, BHA e BHT por BIA-MPA, além do 

emprego de simples equações matemáticas, foi necessária uma prévia otimização dos 

pulsos de potencial no eletrodo de BDD em meio de solução hidroetanólica contendo 

30 % de etanol em volume (+0,6V/+0,8V/+1,3V, 60 ms cada) e das condições do 

sistema BIA (volume injetado, velocidade de injeção e de agitação da célula) devido às 

características apresentadas por este sistema BIA (baixa sensibilidade para TBHQ e 

baixa precisão para BHA e BHT). Este sistema apresentou uma alta frequência analítica 

(120 h-1), sendo que a cada injeção, três espécies são detectadas simultaneamente, o 

que até então é inédito empregando um sistema BIA e somente um eletrodo de 

trabalho. Na amostra de biodiesel foi observado que as recuperações de TBHQ e BHA 

foram próximas a 100 % em um meio contendo 50 % de etanol no eletrólito. 

Entretanto, as recuperações de BHT ainda foram baixas (< 50 %) utilizando esta 

porcentagem de etanol. Futuramente as mudanças promovidas pelo aumento na 

proporção de etanol no eletrólito (50 % ou mais) devem ser melhor investigadas. Além 

disto, outros protocolos de dopagem do biodiesel podem ser avaliados. 
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