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RESUMO 

Gimenes, Denise Tofanello. Uso do método do padrão interno em sistemas FIA e BIA e 

determinação de diclofenaco e codeína em formulações farmacêuticas por amperometria de 

múltiplos pulsos. Tese de doutorado. Instituto de Química, UFU. Uberlândia, julho de 2013. 

 

Esta tese apresenta, pela primeira vez, a possibilidade de usar o método do padrão 

interno em sistemas FIA ou BIA com detecção amperométrica. O método permite a 

obtenção de resultados precisos na presença de flutuações em parâmetros dos sistemas 

(volume injetado, velocidade de injeção, força iônica e inserção acidental de bolhas de 

ar) e na presença de contaminação e/ou passivação gradual do eletrodo de trabalho. 

Métodos para determinação de diclofenaco (DCF) usando FIA com detecção 

amperométrica e simultânea de DCF e codeína (CO) por BIA com detecção 

amperométrica também foram desenvolvidos. 

O método do padrão interno foi implementado no sistema de análise por injeção 

em fluxo com detecção por amperometria de múltiplos pulsos (FIA-MPA) mediante a 

aplicação de uma sequência de pulsos de potenciais ao eletrodo de trabalho em função 

do tempo. O analito (+0,80 V/300ms) e o padrão interno (-0,05 V/400ms) foram 

detectados seletivamente, um em cada pulso de potencial. Melhoras significativas foram 

obtidas na precisão do método quando os resultados obtidos antes e após a normalização 

(usando o método do padrão interno) foram comparados. As seguintes variações foram 

calculadas, respectivamente, antes e após a normalização dos resultados usando o 

método do padrão interno. Variação na velocidade de vazão de 3,0 para 1,0 mL min
-1

  

(-57% e < 1%); no volume de injeção de 300 para 100 µL (-63% e 3%); força iônica de 

0,60 para 0,77 mol L
-1

 (-44 e 0,2%) e antes e após a inserção de bolhas de ar no sistema 

(-9,6% e 1,7%). Uma melhora significativa também foi obtida no coeficiente de 
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correlação da curva de calibração na presença de problemas de passivação ou 

contaminação do eletrodo de trabalho. O coeficiente de correlação foi calculado, 

respectivamente, em 0,975 e 0,998, antes e após a normalização dos resultados pelo 

método do PI. 

O método do padrão interno também foi aplicado para corrigir erros em sistemas 

de análise por injeção em batelada (BIA) com detecção amperométrica provenientes do 

procedimento de injeção (velocidade de injeção e volume injetado) quando seringas 

descartáveis foram utilizadas. Os resultados obtidos antes e após a normalização dos 

resultados pelo método do PI foram os seguintes, respectivamente: estudo de 

repetibilidade (DPR=6,4 e 1,8%; n = 8), coeficientes de correlação (R=0,954 e 0,997) e 

erros obtidos na análise de amostras sintéticas (9,4 ± 1,5% e 3,5 ± 0,7; n = 8). 

A determinação de DCF por FIA-MPA foi implementada através da aplicação de 

dois pulsos de potenciais ao eletrodo de BDD em meio de H2SO4 0,1 mol L
-1

 como 

eletrólito suporte: (i) +1,2 V / 50 ms para oxidação e quantificação do DCF e, (ii) 0,0 V 

/ 50 ms para constante limpeza eletroquímica do eletrodo de trabalho. O sistema 

apresentou boa estabilidade (RSD = 1,0%; n=10) e elevada frequência analítica (135 

injeções h
-1

). O método apresentou resposta linear entre 5 e 50 µmol L
-1 

e os limites de 

detecção e quantificação foram calculados em 0,14 e 0,46 µmol L
-1

, respectivamente. O 

método proposto foi aplicado na determinação de DCF em formulações farmacêuticas e 

os resultados obtidos foram similares ao obtidos por HPLC a um nível de confiança de 

95%.  

A determinação simultânea de DCF e CO foi realizada usando os seguintes pulsos 

de potenciais: (i) +1,1 V / 50 ms: oxidação e quantificação de DCF; (ii) +1,4 V / 50 ms: 

para oxidação simultânea de DCF e CO; (iii)  0,0 V / 200 ms: para constante limpeza 

eletroquímica do eletrodo de BDD. A corrente de oxidação da CO foi obtida pela 
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subtração entre as correntes detectadas em 1,4 e 1,1 V mediante uso de um fator de 

correção. O sistema apresentou boa estabilidade (RSD= 1,1 e 0,9% para DCF e CO, 

respectivamente, n=10) e elevada frequência analítica (~300 injeções h
-1

). O método 

apresentou resposta linear entre 10 e 50 µmol L
-1 

para o DCF e entre 7,1 e 35,7 µmol L
-1

 

para CO. O LD e o LQ foram calculados, respectivamente, em 1,1 e 3,7 µmol L
-1

, para 

DCF e 1,0 e 3,3 µmol L
-1

 para CO. O método proposto foi aplicado na determinação 

simultânea de DCF e CO em formulações farmacêuticas e os resultados obtidos foram 

similares ao obtidos por HPLC a um nível de confiança de 95%. 

 

Palavras-Chave: Amperometria de múltiplos pulsos, FIA, BIA, padrão interno, análise 

simultânea, diamante dopado com boro (BDD), codeína, diclofenaco. 
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ABSTRACT 

Gimenes, Denise Tofanello. Use of the internal standard method in FIA and BIA systems and 

determination of diclofenac and codeine in pharmaceutical formulations by multiple pulse 

amperometry. Doctorate thesis, Instituto de Química, UFU. Uberlândia, julho de 2013. 

 

The present thesis demonstrates, for the first time, the possibility of using of the 

internal standard method in FIA or BIA systems with amperometric detection. The 

method allows to obtain accurate results in the presence of fluctuations in the system 

parameters (injected volume, dispensing rate, ionic strength and accidental insertion of 

air bubbles) and in the presence of contamination and/or gradual passivation of the 

working electrode surface. Methods for determination of diclofenac (DCF) using FIA 

with amperometric detection and simultaneous determination of DCF and codeine (CO) 

by BIA with amperometric detection have also been developed. 

The internal standard method was implemented in the flow injection analysis with 

multiple pulse amperometric detection (FIA-MPA) system by applying a sequence of 

potential pulses of the working electrode as a function of time. The analyte (+0.80 

V/300ms) and internal standard (-0.05 V/400ms) were detected selectively, one at each 

potential pulse. Significant improvements were obtained in the accuracy of the system 

when the results before and after normalization (using the internal standard method), 

were compared. The following errors were calculated, respectively, before and after 

normalization of the results using the internal standard method. Change in flow rate 

from 3.0 to 1.0 ml min
-1

 (-57% e < 1%); volume injection from 300 to 100 µL (-63% 

and 3%); ionic strength from 0.60 to 0.77 mol L
-1

 (-44 and 0,2%) and before and after 

the introduction of air bubbles into the system (-9,6% and 1,7%). A significant 

improvement was also obtained in the correlation coefficient of the calibration curve in 

the presence of problems of passivation or contamination of the working electrode. The 
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correlation coefficient was calculated, respectively, as 0,975 and 0,998, before and after 

the normalization of the results by the IS method.  

 

The internal standard method was also applied to correct errors derived from the 

injection procedure (dispensing rate and injected volume) in batch injection analysis 

systems (BIA) with amperometric detection when disposable syringes were used. The 

results obtained before and after normalization of the results by the IS method were the 

following, respectively: repeatability test (RSD = 6.4 and 1.8%; n = 8), correlation 

coefficients (R=0.954 and 0.997) and errors obtained in analysis of synthetic samples (E 

= 9.4 ± 1.5 and 3.5 ± 0.7%; n = 8). 

The determination of DCF by FIA-MPA was implemented by applying two 

potential pulses to the BDD electrode using H2SO4 0.1 mol L
-1

 as supporting 

electrolyte: (i) + 1.2 V / 50 ms for oxidation and quantification of DCF, and (ii) 0.0 V / 

50 ms for constant electrochemical cleaning of the electrode surface. The system 

showed good stability (RSD = 1.0%, n = 10) and high analytical frequency (135 

injections h
-1

). The method showed a linear response between 5 and 50 µmol L
-1

 and the 

detection and quantification limits were as 0.14 and 0.46 mmol L
-1

, respectively. The 

proposed method was applied to determine of DCF in pharmaceutical formulations and 

the obtained results were similar to those obtained by HPLC with a confidence level of 

95%. 

The simultaneous determination of DCF and CO was performed using the 

following potential pulses: (i) +1.1 V / 50 ms: oxidation and quantification of DCF; (ii) 

+1.4 V / 50 ms: simultaneous oxidation of DCF and CO, (iii) 0.0 V / 200 ms: for 

constant electrochemical cleaning of the BDD electrode. The oxidation current from CO 

was obtained by the difference between currents detected at 1.4 and 1.1 V by using a 
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correction factor. The system showed good stability (RSD = 0.9% and 1.1 for DCF and 

CO respectively, n = 10) and high analytical frequency (~ 300 injections h
-1

). The 

method showed a linear response between 10 and 50 µmol L
-1

 for DCF and 7.1 and 35.7 

µmol L
-1

 for CO. The LQ and LD were calculated, respectively, at 1.1 and 3.7 µmol L
-1

, 

for DCF and 1.0 and 3.3 mol L
-1

 for CO. The proposed method was applied for 

simultaneous determination of DCF and CO in pharmaceutical formulations and the 

obtained results were similar to those obtained by HPLC with a confidence level of 

95%. 

 

Keywords: Multiple pulse amperometry, FIA, BIA, internal standard, simultaneous 

analysis, boron doped diamond (BDD), codeine, diclofenac. 
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1.1.  Considerações gerais  

 

Química analítica é uma área de estudo da química direcionada ao 

desenvolvimento e uso de métodos, instrumentos e estratégias para obter informação da 

composição e natureza da matéria em espaço e tempo, com a necessária validação e 

determinação de incertezas associadas e rastreabilidade. Sendo de grande importância 

na indústria, na medicina e em diversas áreas do conhecimento. Devido á sua 

importância nestas áreas busca-se constantemente o desenvolvimento de metodologias 

de análises que sejam acessíveis a qualquer laboratório.  

Dentre as características desejáveis no desenvolvimento de uma metodologia 

analítica cabe destacar um menor tempo de análise, maior sensibilidade e seletividade, 

boa precisão, baixo custo de instrumentação e fácil operação. Sendo assim, sistemas de 

análises por injeção em fluxo (FIA, do inglês “Flow Injection Analysis”) [1] ou de 

injeção em batelada (BIA, do inglês “Batch Injection Analysis”) [2] tem sido 

amplamente exploradas para satisfazer estes requisitos. Os sistemas FIA e BIA 

permitem o acoplamento a diversos tipos de detectores, tais como espectrofotometria [3-

5], fluorescência [6-8], quimiluminescência [9-11], potenciometria [12-14], voltametria 

[15, 16] e amperometria [17-20], entre outros. 

Dentre estes detectores podemos destacar os eletroquímicos devido ao baixo custo 

operacional, simplicidade no uso e possibilidade de minimização de etapas de pré-

tratamento das amostras (análise de amostras coloridas ou turvas e na presença de 

particulados) [21]. Este tipo de detecção é especialmente vantajosa em relação à 

detecção espectrofotométrica quando os analitos de interesse não possuem um grupo 

cromóforo (absorção na região UV-VIS) ou quando possuem baixo coeficiente de 

absortividade molar. Isto também pode ser considerado em relação à detecção 

fluorimétrica de compostos eletroativos que não tem propriedades fluorescentes [22]. 
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Pode-se ainda efetuar análises em baixos níveis de concentração, pois há a possibilidade 

de pré-concentração de espécies sobre a superfície do eletrodo, tanto por 

eletrodeposição, quanto por adsorção [23]. 

Entre os detectores eletroquímicos mais utilizados em sistemas de fluxo, 

destacam-se os amperométricos [24]. Na amperometria convencional, um potencial 

constante é aplicado ao eletrodo de trabalho e uma reação redox (oxidação ou redução) 

deve ocorrer com o composto de interesse [21]. Neste tipo de detecção, a corrente 

capacitiva é muito baixa (tende a zero), o que contribui para uma elevada 

detectabilidade, uma vez que é possível medir baixos níveis de corrente faradaica 

provenientes de baixas concentrações das espécies de interesse. Quando a comparação é 

realizada com os métodos voltamétricos estacionários, a detecção amperométrica 

acoplada a sistemas em fluxo pode apresentar duas vantagens: (1) maior sensibilidade 

em função do transporte de massa através do fluxo contínuo da solução em direção ao 

eletrodo e menor probabilidade de contaminação devido ao menor tempo de contato da 

solução amostra ou padrão com o eletrodo de trabalho [23].  

Apesar do menor tempo de contato da solução com o eletrodo de trabalho, a 

amperometria convencional ainda apresenta limitações quando se analisa compostos 

eletroativos que adsorvem fortemente na superfície do eletrodo de trabalho. Neste caso, 

uma gradativa passivação ou contaminação do eletrodo pode ocorrer, dificultando ou até 

mesmo impedindo a transferência de carga, o que resulta em falta de repetibilidade das 

análises. Além disto, sinais eletroquímicos oriundos de subprodutos de reações também 

podem interferir na aquisição do sinal analítico de interesse [25-27].  

Além da amperometria convencional, dois modos de detecção nos quais pulsos de 

potenciais são aplicados ao eletrodo de trabalho vêm sendo cada vez mais utilizadas: a 

detecção amperométrica pulsada (PAD, do inglês “Pulsed Amperometric Detection”) e 
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a amperometria de múltiplos pulsos (MPA, do inglês “Multiple Pulse Amperometry”). 

Ambas as técnicas são semelhantes na forma de aplicação dos pulsos de potenciais, mas 

o que distingue uma da outra é a aquisição da corrente gerada. Na PAD, dois ou mais 

pulsos de potenciais são aplicados ao eletrodo, porém, a aquisição da corrente é limitada 

a um único pulso de potencial, não sendo possível, portanto, monitorar a corrente nos 

demais pulsos aplicados [23]. Contudo, esta técnica contorna uma das principais 

limitações da detecção amperométrica convencional (potencial constante) que é a falta 

de estabilidade do sinal eletroquímico em função do tempo. A técnica permite a 

aplicação de um ou mais pulsos de potenciais adicionais responsáveis pela constante 

limpeza e/ou condicionamento da superfície do eletrodo de trabalho empregado. A 

MPA, que segundo nosso conhecimento, é uma técnica somente disponibilizada em 

potenciostatos comercializados pela empresa Metrohm – Eco Chemie (software GPES 

4.9), permite a aplicação de até 10 pulsos de potenciais com o monitoramento da 

corrente em função do tempo em todos os pulsos de potenciais (aquisição de até 10 

amperogramas distintos e simultâneos). Nesta técnica há uma limitação no software 

quanto ao tempo mínimo de aplicação de cada pulso de potencial que é de 30 ms [23]. 

A associação da detecção MPA ou PAD a sistemas em fluxo apresenta várias 

finalidades conforme descrito na literatura. Dentre elas podemos destacar [23]:  

a) Solução de problemas relacionados à contaminação/passivação da superfície do 

eletrodo de trabalho. Isto é possível aplicando-se no mínimo dois pulsos de 

potenciais alternadamente em função do tempo, onde um pulso de potencial 

monitora a corrente da(s) espécie(s) de interesse em função da concentração 

(aplicação analítica) e o outro pulso de potencial promove uma constante 

limpeza eletroquímica do eletrodo de trabalho. Muitas vezes, no entanto, além 
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da limpeza eletroquímica, um terceiro pulso de potencial necessita ser aplicado 

para constante ativação da superfície do eletrodo [20, 28] 

b)  Análise indireta de compostos eletroativos, onde em um pulso de potencial 

ocorre à oxidação ou redução de mais de uma espécie e em outro pulso de 

potencial, o produto da reação redox de somente um destes compostos é 

monitorada. Esta análise é uma alternativa para solucionar problemas de 

sobreposição de sinais analíticos de espécies onde somente uma delas apresenta 

comportamento reversível ou quase reversível e a outra apresenta características 

irreversíveis ou com reversibilidade de menor intensidade [29-32]. 

c) Análise simultânea de compostos usando um único eletrodo de trabalho. Um 

primeiro pulso de potencial monitora apenas um composto que apresente reação 

redox (oxidação/redução). O segundo pulso de potencial é aplicado de modo que 

os dois compostos de interesse apresentem sinais de corrente de oxidação e/ou 

redução. A diferença de corrente entre os dois pulsos de potenciais fornece o 

sinal amperométrico para o segundo composto [33-36].   

Alguns parâmetros otimizáveis também devem ser considerados quando se usa a 

detecção por MPA em sistemas em fluxo, como: volume injetado, vazão e duração do 

tempo de aplicação de cada pulso de potencial. É importante lembrar também que o 

tempo total de aplicação de uma sequência de pulsos de potenciais está diretamente 

ligado ao número de vezes que a corrente é adquirida em função do tempo em cada 

amperograma [23]. 

 

1.2.  Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)  

 

A composição do diamante foi descrita pela primeira vez por Antoine Lavoisier 

em 1772, onde corretamente relatou que o diamante era formado apenas pelo elemento 
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químico carbono . O diamante é um material que apresenta propriedades exclusivas. 

Possui alta densidade atômica, dureza, é um ótimo isolante elétrico a temperatura 

ambiente e resiste ao ataque de qualquer produto químico [37]. 

Tendo em vista as propriedades exclusivas do diamante, no final do século 19 

surgem relatos de estudiosos que tentavam sintetizar o diamante. Porém, a produção do 

diamante sintético somente foi alcançada durante a década de 1950 por pesquisadores 

da empresa General Electric. A metodologia envolvia altas temperaturas e altas 

pressões (HPHT- do inglês High pression high temperature). No entanto, apesar desta 

síntese ter sido considerada um grande avanço e a que mais se assemelha ao processo de 

formação do diamante natural [38], o método HPHT exigia uma instrumentação de alto 

custo, além dos cristais obtidos serem pequenos e de baixa qualidade devido a prováveis 

contaminações no processo. 

A viabilidade de fabricação de diamantes sintéticos foi conseguida na mesma 

década por um pesquisador da Union Carbide através da deposição química a partir da 

fase de vapor (CVD – do inglês chemical vapor deposition) a baixas pressões. Esta 

metodologia apresentou um custo inferior quando comparado ao método do HPHT, mas 

teve uma baixa taxa de crescimento e obteve-se uma quantidade significativa de grafite. 

Mais tarde, Deryagin et al. [39] conseguiram taxas de crescimento significativas e 

Angus et al. [40] demonstraram que o grafite indesejado poderia ser eliminado por 

ataque com hidrogênio atômico.  

Hoje em dia, a síntese de filmes finos de diamante é uma técnica muito difundida, 

uma vez que é economicamente viável (uso de reatores de construção e manuseio 

simplificados) e permite o crescimento dos filmes sobre vários substratos de diferentes 

tamanhos e formatos, tais como: molibdênio, tungstênio, quartzo, silício, titânio, grafite, 

carbono vítreo, irídio e nióbio. [38].  
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Por causa de suas características isolantes (band-gap com mais de 5 eV) e alta 

resistividade (10
20 

Ω cm), o diamante puro não é um material eletródico. Uma vez já 

estabelecida à tecnologia para construção de filmes finos de diamante sintético através 

da técnica CVD surge então o interesse em fabricar filmes de diamante com 

características semicondutoras. O diamante quando apropriadamente dopado pode se 

tornar um bom condutor elétrico e passa a ser um excelente candidato a material de 

eletrodo [41, 42]. Diversos dopantes podem ser utilizados: boro, fósforo, enxofre ou 

nitrogênio. Há a possibilidade de formação de semicondutores do tipo-n quando fósforo 

ou nitrogênio são utilizados como agentes dopantes [43]. O boro possui um elétron a 

menos que o carbono e devido do seu pequeno raio atômico pode ser facilmente 

incorporado na rede cristalina do diamante, tornando-se o agente dopante mais 

utilizado, formando um semicondutor do tipo-p [44]. Esta dopagem geralmente é feita a 

partir do gás trimetil boro adicionado à fase gasosa na faixa de concentração de 10 a 

10.000 ppm, e a dopagem deve ser com uma concentração de aproximadamente 1,0 x 

10
21

 átomos de boro cm
-3

 [45]. 

O aumento na condutividade do diamante gerou um material eletródico (BDD - do 

inglês Boron doped diamond) que apresenta propriedades eletroquímicas superiores 

quando comparados com outras formas alotrópicas de carbono (carbono vítreo, grafite e 

pasta de carbono) comumente utilizadas como eletrodos até então [37]. Destacam-se as 

seguintes características: larga janela de potencial útil em meio aquoso e não aquoso, 

baixa e estável corrente de fundo, baixa e fraca adsorção de moléculas polares, 

estabilidade morfológica e microestrutural a altas temperaturas, transparência óptica em 

regiões do UV/VIS e IV, alta resistência a corrosão em meios agressivos, estabilidade 

de resposta a longos períodos e alta sensibilidade [37, 46-53].  
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O comportamento eletroquímico do BDD depende de suas propriedades físicas, 

químicas e eletrônicas. Estas propriedades são diretamente afetadas pela superfície 

terminal presente no BDD: hidrogênio, oxigênio e outros [54]. As superfícies dos filmes 

de BDD recém-preparados possuem terminações em hidrogênio, mas esta terminação 

pode ser facilmente modificada por oxigênio através da exposição da superfície a um 

plasma de oxigênio ou a uma solução de ácido forte em ebulição. Esta substituição 

também é possível em meio ácido e temperatura ambiente mediante polarizações 

anódicas [55].  

Suffredini et al. [37] estudaram o efeito da superfície eletroquímica pré tratada do 

BDD na resposta eletroquímica ao par redox Fe(CN) 6
4-/3-

. Foram observados que ambos 

os sistemas apresentam picos quase reversíveis após polarização anódica (3,0 V, por 30 

min em solução de ácido sulfúrico 0,5 mol L
-1

) e picos reversíveis após polarização 

catódica. Estes resultados demonstraram que a resposta eletroquímica do eletrodo de 

BDD é dependente do pré-tratamento realizado em sua superfície, pois após tratamento 

catódico houve uma melhora significativa de ambos os sistemas. Ainda segundo 

Suffredini et al. [37], os resultados indicam que há uma transformação interna do filme 

de BDD ou a presença de uma camada ativa responsável pelo comportamento 

observado [56]. 

 

1.3.  Análise por Injeção em Fluxo (FIA) 

 

O número de amostras nos laboratórios de análises clínicas e de controle de 

processos industriais vem tendo um crescimento considerável ao longo dos últimos 

anos. Neste contexto, estudos para o desenvolvimento de procedimentos 

automatizáveis, que possibilitem análises rápidas tem sido realizados por muitos 

pesquisadores. 
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Desde que o conceito de análise por injeção em fluxo (FIA) foi introduzido em 

1975 [1], houve um grande impacto na forma como as metodologias analíticas foram e 

continuam sendo implementadas. Isto se torna claro quando se verifica o número de 

trabalhos científicos gerados até o momento: em torno de 8000 artigos científicos [57], 

182 teses/dissertações (banco de teses CAPES, palavra chave: análise por injeção em 

fluxo) e 1126 pesquisadores brasileiros atuando na área segundo pesquisa feita no 

sistema Lattes do CNPq em 07 de agosto de 2012. Este alto impacto é devido às 

características inerentes e atraentes dos sistemas em fluxo, tais como: alta freqüência 

analítica, baixo custo da instrumentação, menor tempo de exposição do analista aos 

reagentes e amostras, consumo reduzido de reagentes e amostras, alta precisão e 

reprodutividade, possibilidade do acoplamento com vários detectores e facilidade na 

automação. 

O processo de análise por injeção em fluxo se baseia na inserção de uma alíquota 

da amostra em uma tubulação onde a mesma é transportada até o detector, sendo que o 

sistema mais simples é o de linha única. Nesta configuração, a amostra se dispersa na 

solução carregadora, enquanto é transportada até o detector, onde esta dispersão pode 

afetar a magnitude do sinal analítico [58]. Por isso, é importante ter controle da vazão 

da solução transportadora e do volume injetado no sistema, assim como oferecer 

condições para que o sistema fique estável durante toda a análise. 

Para que seja feito o transporte da solução carregadora é necessário que se tenha 

um sistema propulsor, tais como bombas peristálticas, pneumáticas, de deslocamento e 

de membrana, entre outras. Há uma restrição quando se utiliza o sistema de propulsão 

por bombas peristálticas relacionada ao ruído gerado nos detectores causado pela 

alternância dos roletes propulsores [59], o que é mais pronunciado quando se utiliza os 

detectores eletroquímicos. Este problema pode ser contornado com o uso de 
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amortecedores de pulso ou de mini-compressores de ar do tipo bomba de diafragma, 

sendo que o controle da vazão, neste caso, pode ser facilitado por pressão de retorno 

gerada por uma coluna d’água [60]. O injetor é outra parte importante do sistema. Ele é 

responsável por injetar um volume definido e reprodutível de soluções padrão ou 

amostra no interior da tubulação do sistema em fluxo onde ocorre o transporte até o 

detector.  

O caminho percorrido pela solução padrão ou amostra do ponto de injeção até o 

detector é denominado percurso analítico. O propósito inicial é conduzir a amostra até o 

detector, mas reações químicas também podem ser promovidas neste percurso ou até 

mesmo todo o procedimento de pré-tratamento de uma amostra (pré-concentração, 

extração, diluição ou dissolução). [61]. 

Conforme comentado anteriormente, uma das vantagens dos sistemas FIA é a 

possibilidade de adaptação de diversos detectores normalmente usados em análise 

química. No presente trabalho, o interesse está no acoplamento de sistemas FIA com 

detecção amperométrica, especialmente no modo pulsado, não sendo, portanto, de 

interesse discutir o acoplamento com outros detectores. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa propôs uma nova célula eletroquímica 

para detecção em sistemas de análises em fluxo [62]. O detector proposto é do tipo 

“wall-jet” e foi construído usando um tubo de vidro e com configuração para 

posicionamento de três eletrodos. Uma das inovações propostas na célula é sua 

operação sob baixa pressão interna (pressão atmosférica), o que contribui muito para 

evitar vazamentos. Além disso, a geometria da célula é favorável para efetuar a limpeza 

mecânica do eletrodo de trabalho, uma vez que é possível retirar e recolocar o eletrodo 

de trabalho sem que o sistema seja totalmente desmontado.  
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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 por Surareungchai et al. Os autores desenvolveram um 

procedimento para a determinação simultânea de glicose e frutose [63] utilizando FIA-

MPA através da aplicação de quatro pulsos de potenciais sobre o eletrodo de ouro 

modificado com Nafion em meio de NaOH 0,10 mol L
-1

.  O primeiro pulso de potencial 

(Edet1 = -0,5 V / 240 ms) promove a oxidação da glicose. O segundo pulso de potencial 

(Edet2 = +0,2 V / 180 ms) é onde ocorre a oxidação da glicose e da frutose, 

simultaneamente. O terceiro (Eoxd = 1,0 V ) e quarto (Ered = -0,8 V) pulsos de potenciais 

foram utilizados para limpeza e reativação da superfície do eletrodo, respectivamente. A 

quantificação direta e seletiva da glicose foi realizada pelo amperograma registrado em 

Edet1. Porém, para a quantificação da frutose fez-se uma subtração das correntes dos 

amperogramas obtidos em Edet1 e Edet2, para assim, obter o amperograma com as 

correntes correspondentes apenas à concentração de frutose e realizar sua quantificação. 

Os limites de detecção obtidos foram 1,2 e 0,13 mmol L
-1

 para glicose e frutose, 

respectivamente. 

Nosso grupo de pesquisa vem recentemente empregando sistemas FIA com 

detecção amperométrica no desenvolvimento de novos métodos de análise.  

Em 2008 [31] foi descrito um procedimento usando FIA-MPA para determinação 

simultânea de paracetamol (PA) e ácido ascórbico (AA) em formulações farmacêuticas. 

Os compostos foram detectados pela aplicação de quatro pulsos de potenciais sobre o 

eletrodo de ouro em meio de tampão acetato (pH 4,7). O AA foi oxidado em +0,40 V 

(sem interferência de PA) e o PA foi indiretamente detectado em 0,0 V pela redução do 

produto de oxidação do paracetamol previamente gerado em +0,65 V. A aplicação de 

um quarto pulso de potencial (-0,05 V) foi necessária para constante limpeza da 
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superfície do eletrodo de trabalho de ouro. Segundo os autores, o sistema proposto é 

simples, rápido (60 injeções por hora) e apresenta adequada precisão e exatidão. 

Em outro trabalho, Santos et al. [30] descreveram uma metodologia para 

quantificação simultânea de dipirona (DI) e paracetamol (PA) em formulações 

farmacêuticas. Neste caso, uma sequência de quatro pulsos de potenciais também foi 

aplicada em função do tempo: (1) +0,40 V: oxidação e determinação de DI (sem 

interferência de PA); (2) +0,65 V: oxidação de DI e PA; (3) 0,0 V: redução do produto 

de oxidação do PA e quantificação indireta do mesmo sem a interferência de DI e; (4) -

0,5 V: limpeza e regeneração da superfície do eletrodo de trabalho de carbono vítreo. 

Com este sistema obteve-se uma frequência analítica de 45 injeções por hora com um 

baixo consumo de reagentes (2 mL por determinação) e amostras (150 µL). 

A determinação indireta de dopamina na presença de altas concentrações de AA 

[29] também foi proposta usando um sistema FIA-MPA. Neste trabalho, três pulsos de 

potenciais foram constantemente aplicados ao eletrodo de trabalho de carbono vítreo, 

sendo que a dopamina e o AA são simultaneamente oxidados em +0,8V e a 

quantificação seletiva da dopamina em +0,35V foi possível através da redução de seu 

produto de oxidação gerado em +0,8V. Um terceiro pulso de potencial (0,0V) foi 

alternadamente aplicado para limpeza do eletrodo. A frequência analítica para este 

trabalho foi calculada em 40 injeções por hora e o LD para dopamina em 50 nmol L
-1

. 

Uma nova estratégia para determinações simultâneas empregando FIA-MPA foi 

descrita em dois trabalhos publicados recentemente [34, 64]. Um descreve a 

determinação simultânea de PA e cafeína (CA) e o outro de AA e ácido acetilsalicílico 

(AAS). O procedimento consiste em aplicar dois pulsos de potenciais, sendo que, em 

um pulso de potencial (E1), apenas um analito (A1) é oxidado e num segundo pulso de 

potencial (E2; mais positivo), os dois analitos (A1 e A2) são simultaneamente oxidados. 
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O acesso à corrente proveniente da oxidação do segundo composto (A2) é possível 

mediante subtração da corrente detectada em ambos os pulsos de potenciais (iE2 – iE1). 

No entanto, a corrente detectada para o analito A1 normalmente não é a mesma em 

ambos os pulsos de potenciais (E1 e E2) e uma simples subtração de corrente não 

fornece acesso à corrente de oxidação de A2. Para contornar esta limitação, um fator de 

correção (FC) necessita ser obtido. O FC é obtido pela divisão das correntes detectadas 

em E2 e E1 na análise de soluções contendo concentrações crescentes do analito A1 (FC 

= iA1 em E2 / iA1 em E1). Uma segunda equação necessita ser usada para obtenção de acesso 

à corrente proveniente da oxidação de A2 (iA2 = i(A1+A2) em E2 – (FC x iA1 em E1)). Este 

procedimento foi usado com sucesso na determinação simultânea de PA e CA e de AA 

e AAS em formulações farmacêuticas com a obtenção de resultados similares aos 

obtidos por HPLC. Comparando com HPLC, os métodos propostos apresentam custo 

inferior, menor consumo de reagentes ou solventes e frequência analítica muito superior 

(mais de 120 injeções por hora em ambos os casos). 

Outros grupos de pesquisa têm também mostrado interesse na determinação 

simultânea empregando sistemas FIA com detecção amperométrica. Um método para 

determinação simultânea dos antioxidantes BHA e BHT em alimentos foi desenvolvido 

usando FIA-MPA [36]. Para esta determinação, dois pulsos de potenciais foram 

aplicados ao BDD em meio de uma solução hidroetanólica (30% etanol, v/v) com 10 

mmol L
-1

 KNO3 (pH = 1,5). No primeiro pulso de potencial (+0,85 V / 200 ms) ocorre a 

oxidação do BHA e no segundo pulso de potencial (+1,15 V / 200 ms) a oxidação do 

BHA e BHT. A concentração de BHA foi calculada com a corrente detectada no 

primeiro pulso de potencial (E1), enquanto que a concentração do BHT é obtida através 

da simples subtração entre as correntes detectadas nos dois pulsos de potenciais (E2 – 
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E1). Os limites de detecção foram calculados em 0,030 µmol L
-1

 para o BHA e 0,40 

µmol L
-1

 para o BHT. A frequência analítica foi calculada em 63 injeções h
-1

.  

Medeiros et al.[65] também determinaram simultaneamente os corantes sintéticos 

tartrazina e amarelo crepúsculo ou azul brilhante e amarelo crepúsculo em alimentos, 

usando o sistema FIA com detecção amperométrica e eletrodo de BDD.  Para as 

determinações simultâneas, dois pulsos de potenciais foram utilizados. No primeiro 

pulso de potencial (-0,15 V / 400ms) ocorre a redução e quantificação do amarelo 

crepúsculo e no segundo pulso de potencial (-0,45 V / 100 ms) a redução da tartrazina e 

amarelo crepúsculo ou azul brilhante e amarelo crepúsculo. Segundo os autores não 

houve a necessidade de aplicação de um pulso para limpeza eletroquímica da superfície 

do eletrodo, porque não houve adsorção dos analitos no eletrodo de BDD. Para se ter 

acesso as correntes de redução dos corantes tartrazina e azul brilhante uma subtração de 

corrente foi feita entre os dois potenciais com o uso de um fator de correção (já citado 

anteriormente). Os limites de detecção foram calculados em 2,5 e 0,80 µmol L
-1

, 

respectivamente para tartrazina e amarelo crepúsculo e 3,5 e 0,85 respectivamente para 

azul brilhante e amarelo crepúsculo. A frequência analítica foi calculada em 80 injeções 

h
-1

. 

 

1.4.  Análise por Injeção em Batelada (BIA) 

 

Os sistemas de análise por injeção em batelada foram descritos na literatura pela 

primeira vez no ano de 1991 por Wang e Taha [66]. A célula eletroquímica (Figura 1) 

normalmente contém um grande volume de eletrólito suporte e inerte, três eletrodos 

(trabalho, referência e auxiliar) e um local apropriado para posicionamento reprodutível 

do sistema de injeção. O sistema pode ser operado com ou sem agitação da solução no 

interior da célula. A posição do eletrodo de trabalho é oposta à ponteira do sistema de 
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injeção. A injeção da solução em análise (aproximadamente 100 µL), portanto, é feita 

diretamente sobre a superfície do eletrodo de trabalho (configuração “wall-jet”).  

 

Figura 1: Esquema de uma célula BIA com detecção eletroquímica [57]. a) corpo da 

célula; b) tampa superior; c) tampa inferior; d) eletrodo de trabalho; e) eletrodo de 

referência; f) ponteira de micropipeta para injeção; g) eletrodo auxiliar; h) solução de 

eletrólito suporte; i) barra magnética. 

 

Inicialmente [14, 66-69], quando pipetas manuais eram utilizadas no 

procedimento de injeção, a etapa era dependente da habilidade do operador. Com a 

introdução de micropipetas motorizadas [70], a operação ficou mais precisa e 

reprodutível, pois além do controle no volume, a velocidade de injeção também passou 

a ser controlada. A partir de então, um operador capacitado para controlar as injeções de 

forma reprodutível deixou de ser necessário. 

Os sinais obtidos em sistemas BIA são transientes (similar a sistemas FIA), nos 

quais a altura dos picos é proporcional à concentração das espécies de interesse. O perfil 

do sinal analítico pode ser explicado por fenômenos característicos presentes em 

diferentes etapas da injeção. Antes da injeção observa-se uma corrente constante e 

normalmente baixa, indicando que não há transferência eletrônica na interface entre o 

eletrodo e a solução, que se atribui a corrente gerada a partir do eletrólito inerte. Quando 
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a solução padrão ou amostra é injetada, há um aumento brusco da corrente que se atribui 

ao processo redox relacionado ao analito de interesse mecanicamente transportado até a 

superfície do eletrodo de trabalho. Após o fim do procedimento de injeção, a corrente 

atinge um valor máximo permanecendo constante durante um pequeno intervalo de 

tempo. Após este patamar constante há uma queda acentuada do sinal analítico referente 

à mudança do transporte mecânico para o transporte controlado por difusão, atingindo, 

portanto, o equilíbrio existente antes da injeção. Este processo pode ser acelerado 

mediante uso de agitação mecânica da solução presente no interior da célula.  

Apesar do sistema BIA ter sido pouco explorado até hoje [71], ele apresenta 

várias características semelhantes ao sistema FIA, tais como possibilidade de trabalhar 

com baixos volumes de amostras e reagentes, elevada frequência analítica, alta 

sensibilidade e repetibilidade, baixos limites de detecção e custo reduzido [72]. Além 

disso, assim como em sistemas FIA, o fenômeno da passivação ou contaminação da 

superfície do eletrodo de trabalho também é menor em relação aos sistemas 

estacionários (voltametrias de pulso ou cíclica, por exemplo) devido ao menor tempo de 

contato entre o analito e o eletrodo de trabalho durante a análise [73]. 

Além das características atraentes dos sistemas BIA, há também alguns 

inconvenientes quando comparados aos sistemas FIA, tal quando há a necessidade de 

derivatização do analito. Esta limitação ocorre devido à pequena distância entre o 

injetor e o detector, minimizando o tempo em que o reagente e o analito permanecem 

em contato [57]. Duas outras limitações do sistema BIA incluem a não possibilidade de 

automação e pré-tratamento on-line de amostras.  

Entretanto, o sistema BIA também apresenta algumas vantagens adicionais em 

relação a FIA, com destaque à menor lixiviação do material usado em eletrodos 

modificados (ausência de soluções carregadoras em tempo integral) [71], melhor 
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sensibilidade (menor efeito de dispersão da amostra) [72, 74], possibilidade de injeção 

da amostra sem prévia diluição no eletrólito suporte, devido à força iônica se manter 

praticamente inalterada, pois um pequeno volume de amostra é injetado em um volume 

muito grande de eletrólito [76], menor geração de resíduos; eliminação de problemas 

relacionados a vazamento e presença de bolhas de ar [72], maior simplicidade e 

robustez na aparelhagem e maior facilidade de desenvolvimento de métodos analíticos 

portáteis [76].  

Apesar destas características interessantes, um pequeno número de estudos sobre 

o assunto foi relatado na literatura até hoje [73]. Provavelmente, isto ocorreu, 

principalmente, por dois motivos: (1) necessidade de utilizar pipetas motorizadas, que 

geralmente não estão disponíveis nos laboratórios comuns de pesquisa e são necessárias 

para obtenção de reprodutibilidade no processo de injeção, uma vez que pipetas 

manuais são dependentes da habilidade do operador e a sua utilização normalmente 

proporciona baixa repetibilidade [70] e, (2) problemas com os fenômenos de adsorção 

irreversíveis (contaminação) quando eletrodos sólidos são usados [74]. No uso de 

métodos de análise em fluxo com detecção amperométrica pulsada, o problema de 

contaminação do eletrodo pode ser evitado pela aplicação repetitiva e alternada em 

função do tempo de pulsos de potenciais de limpeza ao eletrodo de trabalho [29, 32, 77-

80]. No entanto, de acordo com nosso conhecimento, a amperometria pulsada foi pouco 

utilizada como modo de detecção em sistemas BIA até hoje [20, 81], provavelmente 

porque a maioria dos estudos empregando BIA com detecção amperométrica foram 

realizados sem agitação da solução, sendo que a limpeza eletroquímica é mais ou 

somente é eficaz com o meio (solução) sob movimento constante. Idealmente, o modo 

de agitação utilizado em sistemas BIA também deveria apresentar características 

portáteis [20]. 
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com sucesso com o 

acoplamento de sistemas BIA com detecção por MPA (BIA-MPA). No primeiro 

trabalho demonstramos a possibilidade da determinação direta do antioxidante 

hidroxianisol butilado (BHA) em biodiesel [82]. A amostra de biodiesel somente foi 

diluída (única etapa de preparação da amostra) e diretamente injetada sobre a superfície 

do eletrodo de trabalho (diamante dopado com boro) imerso em uma solução 

hidroetanólica (50:50; v/v) contendo 0,1 mol L
-1

 de HClO4. A amperometria de 

múltiplos pulsos foi utilizada na obtenção do voltamograma hidrodinâmico no sistema 

BIA, aplicando dez pulsos de potenciais (de +0,7V a +1,6V) e aquisição de 10 

amperogramas em função do tempo. Na determinação de BHA, a amperometria 

convencional foi utilizada A metodologia apresentou vantagens em análises de 

biodiesel, tais como: baixo desvio padrão relativo entre injeções sucessivas (0,29%, 

n=20), alta frequência analítica (120 injeções por hora), valores adequados de 

recuperação (93-101%) e baixos limites de detecção (100 ng de BHA por grama de 

biodiesel). De acordo com os autores, o método pode ser adaptado na determinação de 

outros antioxidantes em amostras de biodiesel. 

A associação da amperometria de múltiplos pulsos também possibilitou 

determinações simultâneas em sistemas BIA usando somente um eletrodo de trabalho, 

[33]. Neste caso, utilizou-se a aplicação de apenas dois pulsos de potenciais na 

determinação de dois compostos em diferentes amostras (biodiesel e formulações 

farmacêuticos). A detecção e quantificação seletiva de cada composto foi possível 

mediante uso de um fator de correção (já citado anteriormente e usado em FIA). Neste 

trabalho foi demonstrada a possibilidade de determinação simultânea de PA e CA ou DI 

e CA em formulações farmacêuticas e dos antioxidantes TBHQ e BHA em biodiesel. A 
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metodologia é rápida (mais de 60 injeções por hora), simples e pode ser facilmente 

adaptada para analises “in-situ”, de acordo com os autores. 

A possibilidade de determinação de etanol em gasolina e álcool combustível 

também foi demonstrada utilizando BIA-MPA [20]. Neste caso, é mais correto afirmar 

de que se trata de BIA com detecção amperométrica pulsada, pois a corrente gerada em 

um pulso de potencial era usada na quantificação. Os demais pulsos eram usados para 

limpeza e ativação do eletrodo de trabalho. Neste trabalho, uma alíquota da amostra 

adequadamente diluída é diretamente injetada sobre o eletrodo de ouro imerso em 

solução de NaOH 0,5 mol L
-1

. Os resultados obtidos pela metodologia proposta foram 

comparados com cromatografia a gás com a obtenção de resultados similares. A 

metodologia é simples, precisa, rápida (180 injeções por hora) e pode ser facilmente 

adaptada para análises em campo.  

O sistema BIA-MPA também foi utilizado na determinação de peróxido de 

hidrogênio em amostras de leite utilizando eletrodo compósito de grafite modificado 

com azul da Prússia [83]. Amostras de leite foram apenas diluídas em 10 vezes no 

eletrólito suporte antes das análises. A metodologia proposta é precisa (DPR 1,6%, n=5) 

e rápida (80 análises por hora). Segundo os autores, a superfície do eletrodo de trabalho 

modificado pode ser limpa e/ou renovada por simples polimento mecânico, sendo que a 

estabilidade de armazenamento deste eletrodo é de mais de um ano. 

A determinação simultânea dos antioxidantes BHA e TBHQ em biodiesel também 

foi realizada por BIA-MPA [35]. Uma sequência de pulsos de potenciais foi selecionada 

para detectar TBHQ e BHA separadamente em uma etapa única de injeção sobre o 

eletrodo de carbono vítreo posicionado em um sistema BIA. As amostras foram diluídas 

em solução hidroetanólica (50:50; v/v) com 0,1 mol L
-1

 de HClO4 antes da injeção. A 
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metodologia se mostrou precisa (recuperação entre 100 e 110%), rápida (170 injeções 

por hora), precisa (DPR menor que 1%), com baixos limites de detecção (73 e 75 nmol  

L
-1

 para BHA e TBHQ, respectivamente) e pode ser facilmente adaptada para 

determinação em campo.  

 A determinação de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi realizada por 

amperometria em sistemas BIA [84] em uma rede de microeletrodos de ouro 

modificados com platina. Segundo os autores, o método de análise é simples, rápido 

(pode atingir até 300 determinações por hora), seletivo e muito prático para 

determinação de H2O2 na faixa de concentração de 0,8 a 100 µmol L
-1

. O limite de 

detecção foi estimado em 0,34 µmol L
-1

.  

 

1.5.  Método do Padrão Interno (PI) 

 

A química é uma ciência que possui fundamento empírico e apresenta um 

importante papel experimental para entendimento do comportamento da matéria. 

Entretanto, as medidas experimentais envolvem erros e incertezas que são a somatória 

de erros cometidos durante todas as etapas das medidas experimentais. Os erros 

envolvidos são parte integrante do mundo quantitativo sendo impossível realizar uma 

analise química totalmente livre de erros ou incertezas. Este assunto ganha destaque 

quanto se considera a química analítica devido a sua importância no desenvolvimento 

de metodologias e instrumentação para obtenção de informações precisas sobre a 

composição da matéria. Os erros associados às medidas experimentais podem afetar 

algumas propriedades analíticas, tais como a exatidão e a precisão dos resultados. A 

indicação da incerteza no resultado analítico é de suma importância para garantir a 

qualidade dos processos de medição e viabilizar a avaliação da informação gerada após 

uma analise química [85-89]. 
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Os principais erros experimentais que podem ocorrer durante uma análise são os 

seguintes [90]: 

a) Erros aleatórios ou indeterminados: são provocados por muitas variáveis 

incontroláveis que são parte inevitável em toda análise. Pode-se citar como exemplos 

destes: julgamentos visuais, tais como nível de água, variações no tempo de 

escoamento e no ângulo da pipeta durante seu escoamento, flutuações na temperatura, 

que afetam o volume da pipeta, viscosidade do líquido e o desempenho da balança e 

vibrações, correntes de ar que causam pequenas variações nas leituras da balança. A 

média e o desvio padrão de um conjunto de medidas são utilizados para avaliar a 

magnitude dos erros aleatórios. 

b) Erros sistemáticos ou determinados: são devidos às alterações operacionais bem 

definidas no processo analítico tal como a perda despercebida do analito durante um 

aquecimento de uma amostra. 

c) Erro grosseiro: ocorrem normalmente de forma ocasional e são com frequência 

resultados de erros humanos. Os erros grosseiros levam á ocorrência de resultados que 

diferem de todos os outros dados de um conjunto de réplicas. 

Em química analítica, o método do padrão interno (PI) tem sido empregado como 

uma alternativa para minimizar os erros aleatórios e/ou sistemáticos provocados durante 

a obtenção do sinal analítico [91]. A substância a ser considerada como padrão interno 

deve apresentar características muito próximas as do analito, mas que apresente um 

sinal analítico separado da espécie de interesse. Neste método, uma mesma quantidade 

conhecida da espécie que atua como PI é adicionada a todas as soluções amostra e 

padrão [92]. O princípio desta metodologia está baseado no fato que supostamente, 

tanto o analito, como o padrão interno estão propensos a influências similares da matriz 

da amostra e de que ambos são perturbados igualmente pelas alterações nas condições 
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instrumentais ou operacionais [92]. A resposta (sinal) não é aquela do próprio analito, 

mas sim da razão entre o sinal do analito e o da espécie usada como PI. A partir da 

razão obtida pode-se preparar uma curva analítica na qual o eixo y é a razão entre as 

respostas e o eixo x, a concentração do analito nas soluções padrões [90]. O método do 

PI é comumente utilizado em técnicas de separação como a cromatografia [93-100] e 

eletroforese capilar [101-109]. A introdução do método do padrão interno em técnicas 

de separação é mais simples, uma vez que há a possibilidade de ajuste das condições de 

separação para obtenção do pico obtido pelo padrão interno que deve estar bem 

separado dos picos dos outros componentes da amostra [90]. 

Considerando apenas técnicas eletroanalíticas e de acordo com nosso 

conhecimento, poucos estudos foram relatados na literatura onde o método do PI foi 

utilizado. Índio (III) foi utilizado como padrão interno na determinação de cádmio, 

cobre e chumbo aplicando a voltametria de pulso diferencial com redissolução anódica 

[110]. Em cada solução analisada, o pico de redissolução do íon de interesse foi 

normalizado em relação à altura do pico de uma concentração conhecida e com adição 

de índio (III) na amostra ou solução padrão. A curva analítica é construída utilizando as 

alturas de pico normalizadas. 

O índio (III) também foi usado como padrão interno em outro trabalho [111], na 

determinação de chumbo em sangue utilizando um filme de mercúrio e uma rede de 

microeletrodos através da técnica de voltametria de onda quadrada com redissolução 

anódica. Segundo os autores, o índio foi adequado para utilização como PI porque 

possui uma baixa concentração endógena e devido à boa separação (resolução) existente 

entre os picos de redissolução anódica de cádmio, índio e chumbo nas condições usadas. 

Nas condições otimizadas neste trabalho, a razão entre os picos do chumbo e índio 
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apresentaram uma faixa linear de reposta entre 12 e 300 µg L
-1

 para determinação de 

chumbo em amostras de sangue. 

Outra metodologia para análise de chumbo em sangue foi proposta por Yang et 

al., [112] utilizando eletrodos descartáveis. O uso de tálio (III) como padrão interno 

simplificou a calibração dos eletrodos descartáveis (carbono impresso banhado de 

mercúrio pré anodizado) na quantificação de chumbo no sangue. Sob as condições 

otimizadas, a relação entre as corrente de pico de chumbo e tálio foi linear entre 1 a 300 

ppb (r = 0,999 e LD = 0,23 ppb). 

Wang et al., [113] demonstraram que a oxidação de filme de bismuto formado “in 

situ”(em todas as análises) é utilizada como PI nas análises de chumbo empregando a 

técnica de voltametria de redissolução anódica. Um baixo DPR (1,5%, n = 8) foi 

atingido utilizando a normalização com o PI (iPb/ iBi). A razão entre os picos do Pb e Bi 

apresentaram uma faixa linear de reposta entre 25 e 200 µg L
-1

 (R = 0,994). 

Outra abordagem para utilização do PI em voltametria de redissolução foi 

demonstrado experimentalmente por Brown et al., [114]. Os autores propuseram um 

método no qual os analitos que estavam sob investigação (Zn, Cd, Pb e Cu) atuassem 

como padrões internos uns dos outros sem adição de padrão interno extra. Assim, na 

determinação de Cd e Zn, o PI que apresentou o melhor resultado é o Pb presente na 

amostra. Na determinação de Pb ou Cu, o PI com melhor desempenho foi o Cd e Zn, 

respectivamente.  

O ferrocianeto de potássio foi utilizado como PI em análise de etanol em vinho 

por Ji et al., [115]. O uso deste PI resolveu problemas em relação à contaminação do 

eletrodo de trabalho após longos períodos de trabalho e ruídos na linha base poderiam 

ser superados com a razão entre analito e PI. Técnicas voltamétricas foram utilizadas em 

meio de 0,1 mol L
-1

 de NaOH e platina como eletrodo de trabalho. O LD foi de 0,012% 
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(v/v) por voltametria de onda quadrada e 0,023% (v/v) por voltametria cíclica. O estudo 

de repetibilidade apresentou um desvio padrão relativo entre 2,5 a 3,3% (n=8).  

Em todos os casos supracitados, o método do PI foi utilizado para compensar 

erros aleatórios na determinação de metais pesados utilizando voltametria de 

redissolução, com exceção ao uso da voltametria cíclica na análise de etanol em vinhos 

[115]. Nenhum trabalho foi localizado na literatura onde o método do PI foi 

implementado utilizando a detecção amperométrica acoplada a sistemas de injeção em 

fluxo ou em batelada.  

 

1.6.  Diclofenaco (DCF) 
 

O DCF (Figura 2) é conhecido há mais de 30 anos e é um antiinflamatório não 

esteroidal (NSAIDs - do inglês, non-steroidal anti-inflammatory drugs) com 

propriedades antiinflamatórias, analgésicas e antipiréticas. É prescrito no tratamento 

sintomático, em longo prazo, da artrite reumatóide, da osteoartrite e da espondilite 

ancilosante. Também é útil no tratamento, em curto prazo, da dor musculoesquelética 

aguda e dismenorreia [116, 117].  

 

 

Figura 2: Fórmula estrutural do diclofenaco (M
+
 = Na+ ou K

+
 ou NH4

+
). 

 

A dosagem diária recomendada varia de 50 a 150 mg. O DCF é bem tolerado e 

devido a isto, é um NSAIDs de primeira escolha usado no tratamento de condições 
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crônicas e antiinflamatórias [118]. Porém, em uma alta dosagem, vários efeitos 

indesejados podem acontecer durante tratamento, principalmente sobre o trato 

gastrointestinal, que incluem irritação, sangramento, ulcerações e, eventualmente, 

perfurações na parede gástrica [119, 120]. Então, o controle de qualidade em 

formulações farmacêuticas é essencial. 

 

1.6.1. Métodos analíticos para determinação de DCF 

Vários métodos analíticos têm sido descritos na literatura para determinação do 

DCF, tanto em fluidos biológicos quanto em formulações farmacêuticas. 

Em análises de preparações farmacêuticas diversos métodos podem empregados, 

tais como, a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – do inglês, high 

performance liquid chromatography) [121-125], a espectrofotometria [126-128], a 

espectrofluorometria [129, 130], a cromatografia a gás [117, 131] e eletroforese capilar 

[132-134]. Em fluídos biológicos (amostras mais complexas), os métodos 

cromatográficos são essenciais na determinação do DCF. Dentre estes, podemos incluir 

a cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons [135], cromatografia gasosa 

acoplada com espectrometria de massa [136] e cromatografia líquida de alta eficiência 

de fase reversa [137, 138]. 

Considerando que os métodos eletroquímicos são o foco de estudo deste trabalho, 

uma revisão mais detalhada se faz nesta área. 

Daneshgar et al. demonstraram que eletrodos de pasta de carbono modificados por 

nanofios de carbono possuem boa sensibilidade na determinação de DCF [118]. Além 

da inovação no eletrodo de trabalho, os autores também utilizaram uma nova técnica de 

detecção denominada voltametria de onda quadrada com transformada rápida de 

Fourier. Usando esta técnica, o eletrodo modificado e tampão acetato 0,05 mol L
-1

 como 
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eletrólito suporte, o DCF apresentou um pico de oxidação irreversível em 850 mV vs 

Ag/AgCl. O LD para o DCF foi de 2,0 nmol L
-1

. O percentual de recuperação obtido em 

amostras farmacêuticas foi de 99,96 %. 

Em outro trabalho, Blanco-Lopez et al. demonstraram a possibilidade de 

determinação de DCF usando voltametria adsortiva de redissolução anódica por pulso 

diferencial e um eletrodo de carbono vítreo modificado com polímeros molecularmente 

impressos [139]. Segundo os autores, os melhores resultados foram obtidos em meio de 

solução aquosa de tampão citrato 0,025 mol L
-1

 (pH = 6): acetonitrila (90:10, 

respectivamente). O método proposto apresentou boa seletividade na presença de anti-

inflamatórios similares como os ácidos niflúmico e meclofenâmico. No entanto, a 

contaminação do sensor com os produtos de oxidação do DCF é uma limitação do 

método. Como alternativa, o uso de eletrodos descartáveis é sugerido. 

Posteriormente, Blanco-Lopez et al., [140] publicaram outro trabalho onde 

estudaram o comportamento eletroquímico do DCF com três tipos de eletrodos: grafite, 

compósito de carbono sem modificação e compósito de carbono modificado com 

polímeros impressos. Utilizando eletrodo de grafite em meio de HClO4 0,1 mol L
-1

, o 

DCF apresenta um pico de oxidação em +0,842 V. O produto de oxidação gerado 

apresenta processo eletroquímico reversível com picos em +0,39 e +0,62 V. Os 

eletrodos compósitos de carbono também geraram resultados semelhantes aos obtidos 

por eletrodos de grafite. A faixa linear de resposta para o DCF foi de 0,06 a 1 µmol L
-1 

e 

o LD calculado em 50 nmol L
-1

. 

Na publicação de um terceiro trabalho de determinação de DCF, Blanco-Lopez et 

al., [141] descreveram o uso de polímeros molecularmente impressos para a 

determinação deste fármaco em urina por voltametria adsortiva de redissolução anódica 

e pulso diferencial. O DCF apresentou resposta linear na faixa de concentração entre 5,4 
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nmol L
-1

 a 0,54 µmol L
-1

. O LD para o DCF encontrado foi de 1,6 nmol L
-1

. A 

porcentagem de recuperação para diferentes níveis de concentração de DCF (n=3) 

variaram de 98 a 99%. 

Em outro trabalho, DCF foi determinado em urina e em amostras farmacêuticas 

utilizando voltametria de onda quadrada através de um sensor de grafite pirolítico de 

borda plana [26]. A oxidação do DCF apresentou um pico único (500 mV) bem definido 

e dependente do pH (tampão fosfato pH = 7,2). A corrente aumenta linearmente com a 

concentração de DCF na faixa de 10 - 100 nmol L
-1

 e o LD foi calculado em 6,2 nmol L 

-1
. Segundo os autores, o método é simples, confiável, preciso, estável, reprodutível e 

faz uso de instrumentação barata. 

O DCF também foi quantificado usando um eletrodo compósito (grafite/epóxi) 

contendo zeólita modificada com cobre [142]. Este eletrodo exibiu um efeito 

eletrocalítico frente à oxidação do DCF em meio NaOH 0,1 mol L
-1

 permitindo a sua 

determinação. As técnicas de cronoamperometria e voltametria de pulso diferencial 

foram utilizadas para analisar a dependência da corrente com a concentração de DCF. 

Segundo os autores, o sensor oferece uma alta sensibilidade e baixo LD (5 x 10
-8

 mol L 

-1
) e pode ser  usado para determinar DCF em níveis de traço.  

Rodriguez et al. [143] descreveram um detector amperométrico tubular de filme 

de bismuto que foi instalado como parte de um sistema de análise por injeção em fluxo 

onde a propulsão é controlada por multi-seringas (MSFIA, do inglês “multisyringe flow 

injection analysis”). Este sistema foi usado na determinação de DCF em formulações 

farmacêuticas. O método automatizado permite a regeneração contínua e automática do 

filme de bismuto (a cada 30 injeções), impedindo a passivação do detector melhorando 

a sensibilidade e repetibilidade do sistema (DPR = 3,5%; n = 30). O método apresentou 

intervalo linear de resposta entre 6 a 50 µmol L
-1

, LD de 4,3 µmol L
-1 

e frequência 
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analítica de 90 injeções por hora. A metodologia proposta foi validada comparando-se 

os resultados obtidos com os fornecidos por cromatografia liquida de alta eficiência de 

fase reversa. Os resultados obtidos foram similares a um nível de confiança de 95%. 

Santini et al. [144] propuseram o uso de um eletrodo compósito modificado com 

Pt/Hg/Hg2(DCF)2 para análise potenciométrica de DCF em amostras farmacêuticas. A 

resposta do eletrodo para DCF apresentou boa sensibilidade (58,1 ± 0,8 mV por década) 

na faixa de concentração 50,0 µmol L
-1 

a 0,01 mol L
-1

, com LD igual a 32 µmol L
-1

. 

Segundo os autores, o eletrodo é facilmente construído e apresenta um custo 

relativamente baixo.  

Em todos os métodos eletroquímicos citados até aqui para determinação de DCF, 

eletrodos modificados foram utilizados, o que se deve à gradual passivação ou 

contaminação presente quando eletrodos de trabalho sólidos não modificados são 

utilizados. Estudos envolvendo eletrodos modificados são com certeza uma das mais 

extensas áreas de pesquisa em eletroquímica/eletroanalítica. Porém, o que algumas 

vezes não é enfatizado é que a etapa de modificação dos eletrodos é um processo 

tedioso e trabalhoso, fato que limita a utilização deste tipo de eletrodo em análises de 

rotina. 

 

1.7.  Codeína (CO) 

A CO (Figura 3) é um dos mais importantes alcalóides do grupo dos opióides 

sendo preparada através da metilação da morfina e podendo ser encontrada no ópio em 

baixas concentrações [145, 146].  
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Figura 3: Fórmula estrutural da Codeína. 

 

O fosfato de codeína é usado em todo o mundo e possui efeito analgésico para 

dores com efeito moderado a grave. Frequentemente é combinada com analgésicos não 

opióides, tais como aspirina, paracetamol e DCF. A CO também é utilizada como 

antitussígeno [147, 148]. Há evidencias de que o efeito analgésico da CO é mediado 

pela morfina o-desmetilada, uma vez que quantidades vestigiais de morfina são 

formadas após sua administração [146]. Como analgésico, a dose deve ser ajustada de 

acordo com a intensidade da dor e com a sensibilidade de cada paciente. A dosagem 

usual varia de 30 a 60 mg a cada 4 horas até um máximo de 240 mg por dia. Em 

sintomas de tosse podem ser administradas doses de 15 a 30 mg três ou quatro vezes 

diariamente. O uso deste fármaco pode gerar graves efeitos adversos como diarreia, 

náuseas, vômitos, obstipação intestinal, secura da boca, prurido, confusão, sedação e 

depressão respiratória. Além disso, a CO pode criar vício e ser usada como droga de 

abuso, embora muito menos frequente do que outros opióides. Após finalizar o 

tratamento, ao ser retirado abruptamente, a abstinência de CO pode causar reações 
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relativamente fortes no organismo, como dores abdominais seguidas de vômito e prisão 

de ventre [149].  

Uma superdosagem com este opióide é considerada grave e é caracterizada por 

depressão respiratoria, queda da pressão arterial, insuficiência circulatoria e 

aprofundamento do coma. Podem ocorrer convulsões, especialmente em crianças [150]. 

Em 1982, a Organização Mundial de Saúde (OMS) lançou um programa de alivio da 

dor de câncer. Este programa consta de uma escada analgésica de três degraus para o 

uso sequencial de drogas, no tratamento de dor proveniente do câncer. A subida de cada 

degrau baseia-se no aumento da força do analgésico dos fármacos a partir de 

analgésicos não opióides (degrau 1) seguindo para opióides fracos (degrau 2) e 

finalmente fortes (degrau 3). O primeiro degrau é caracterizado por pacientes com dores 

leves a moderados e indica usar drogas não opiáceas (por exempo, aspirina) com a 

adição de uma droga adjuvante, sendo estas NSAIDs e paracetamol. Se a droga não 

opiácea, dada na dose e frequência recomendada não alivia a dor, passa-se para o 

segundo degrau (dor moderada), onde se adiciona um opiáceo fraco (por exemplo, 

fosfato de codeína). Se a combinação de opiáceo fraco com o não opiáceo também não 

for eficaz no alivio da dor (dor intensa), substitui-se o opiáceo fraco por um forte 

(morfina) [151]. 

O DCF é um NSAID que tem sido amplamente utilizado no tratamento de dores 

reumáticas e tem demonstrado boa eficácia no alívio da dor moderada a grave no 

câncer. Este composto se mostrou tão eficaz quanto uma combinação de aspirina e CO, 

mas apresentou melhor tolerabilidade [151]. Além disso, a combinação de fármacos 

antiinflamatórios (NSAIDs) com opióides foi recentemente utilizada para reduzir os 

requisitos de opióides. O propósito é obter uma melhora na analgesia sem aumentar os 

efeitos secundários de cada droga, mas mesmo trazendo estes benefícios, esta 
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combinação ainda tem uso clínico escasso [152]. A CO sozinha tem sido amplamente 

utilizada para alivio da dor pós-operatória ou também em combinação com paracetamol. 

No entanto, existem evidencias que sugerem que esta combinação não é bem tolerada e 

que não oferece alternativa para o alivio da dor. Assim, outras combinações têm sido 

exploradas, tais como CO e DCF, onde há uma melhora analgésica em comparação com 

a administração de DCF sozinho, devido à interação sinérgica entre estes dois 

compostos em níveis diferentes de transmissão da dor [152]. 

 

1.7.1. Métodos analíticos para determinação de CO  

 

Várias técnicas analíticas já foram empregadas na determinação de CO, entre elas, 

podemos citar a cromatografia líquida [153-158], a espectrometria de absorção 

molecular [159, 160], a fluorescência [161, 162] e a eletroquímica [145, 163-165]. 

Neste trabalho, uma breve revisão sobre o uso de técnicas eletroquímicas para este fim 

será abordada. 

A CO foi determinada em formulações farmacêuticas por potenciometria 

utilizando membranas de PVC modificadas [145]. A seletividade da membrana de PVC 

(dioctil ftalato + dibutil sebacato) ao cátion CO foi obtida mediante sua modificação 

com uma associação entre cátions CO, tetrafenilborato e reineckate. Como principais 

características do método, os autores mencionam a rapidez (40 injeções h
-1

), a 

estabilidade (variação de ± 2 mV em 3 semanas) e resposta obedecendo a equação de 

Nerst. Na determinação direta de CO, a recuperação média foi de 100,6% com um 

desvio padrão médio de ±0,8% (n = 24). Os resultados obtidos foram comparados 

favoravelmente com os obtidos através da metodologia da farmacopéia Britânica 

(titulação). 
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Em outro trabalho [163], a CO foi determinada simultaneamente com paracetamol 

e ácido ascórbico por voltametria de pulso diferencial em eletrodo de alumínio 

modificado por uma fina camada de paládio. Segundo os autores, o paládio metálico 

sobre um substrato de alumínio pode ser usado para a oxidação anódica de ácido 

ascórbico (Ep = 0,2 V), paracetamol (Ep = 0,6 V) e CO (Ep = 0,95V). Os voltamogramas 

de pulso diferencial registrados para os três compostos mostraram que os picos de 

oxidação estão bem definidos e que esta metodologia é adequada para a determinação 

simultânea e seletiva dos compostos em níveis de concentração na ordem de µmol L
-1

. 

Os autores destacam ainda a facilidade de preparação do eletrodo, assim como 

seletividade e baixo LD (5 µmol L
-1

 para os três compostos). 

A CO também foi determinada simultaneamente com morfina utilizando um 

eletrodo de alumínio modificado com paládio e um filme de azul da Prússia [164]. A 

amperometria hidrodinâmica (aplicação de potencial constante com a solução sob 

agitação) foi usada para determinação de CO e morfina em uma faixa de concentração 

entre 2-30 e 2-50 µmol L
-1

 para CO e morfina, respectivamente. O LD do método foi de 

0,8 µmol L
-1

 e 0,73 µmol L
-1

 para morfina e CO, respectivamente. Além disto, a 

possibilidade de uso da técnica de voltametria de pulso diferencial também foi 

demonstrada, onde uma separação de pico de 200 mV foi obtida entre a morfina e CO. 

Em outro trabalho, a CO foi determinada em formulações farmacêuticas usando 

análise por injeção em fluxo com detecção amperométrica e voltametria de redissolução 

catódica por onda quadrada [165]. Neste trabalho foi utilizado um eletrodo impresso de 

carbono modificado com argila contendo nontronita e os dados foram comparados com 

eletrodo de carbono impresso sem modificação. Segundo os autores, o eletrodo 

impresso modificado apresentou uma melhor resposta para a CO. A curva de calibração 

em voltametria de onda quadrada foi linear na faixa de 2,5-45 µmol L
-1

 (com coeficiente 
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de correlação = 0,999) com LD igual a 20 nmol L
-1

. Enquanto, que nas análises em 

fluxo, a linearidade foi na faixa de 0,625-15 µmol L
-1

, com um LD de 125 nmol L
-1

 

empregando um volume de amostragem de 20 µL. A estabilidade do eletrodo foi 

avaliada no sistema em fluxo e uma excelente reprodutibilidade (n = 10) foi obtida, 

tanto para uma solução amostra, como para soluções padrão contendo 1 ppm e 4 ppm de 

CO (coeficiente de variação = 2,98; 1,39 e 2,14%, respectivamente). A quantificação de 

CO em urina e em drogas comerciais foi realizada pelo método de adição de padrão. Os 

estudos de recuperação feitos em amostras farmacêuticas e urina propiciaram resultados 

satisfatórios (96,8 - 105,9% e 98,42 - 102,76%, respectivamente). 

Um número restrito de métodos para a determinação simultânea de CO e DCF 

foram localizados na literatura. Dentre eles, um faz uso de eletroforese capilar [166] e o 

outro de espectroscopia UV-vis usando a matriz inversa da lei de Beer-Lambert (CPA-

matrix) [167]. 

Segundo nosso conhecimento, não existe trabalho na literatura onde DCF e COD 

são determinados simultaneamente por HPLC. Nos trabalhos existentes envolvendo 

DCF, COD e HPLC, as determinações são realizadas em cromatogramas diferentes 

[168-171]. Provavelmente isto se deve a diferença entre as propriedades dos dois 

compostos. O DCF pode ser considerado um ácido fraco (pKa = 4,18) e a CO uma base 

fraca (pKa=8,2) [172]. Na determinação de fármacos por HPLC, a coluna de separação 

C18 (características apolares) é normalmente empregada, e nesta condição, a 

determinação simultânea de DCF e CO não é possível. O DCF apresenta características 

apolares em pH abaixo de 3,0 (ganho de um próton; sem carga) e a CO em pH acima de 

7,0 (perda de um próton; sem carga). Portanto, quando ambos os compostos forem 

dissolvidos na mesma fase móvel, um vai interagir fortemente com a fase estacionária 

da coluna e outro não ou vice-versa. Supõe-se que a eluição por gradiente não permita a 
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variação de pH neste intervalo (3 para 7) no mesmo cromatograma [173]. 

Adicionalmente, na detecção espectrofotométrica, problemas em relação a variações na 

absortividade molar dos compostos em função do pH também podem estar presentes.  

A determinação destes compostos também não é simultânea empregando 

espectrometria de massa, pois a CO é analisada no modo íon positivo e o DCF no modo 

íon negativo [168]. Nenhum trabalho foi localizado na literatura onde a detecção 

eletroquímica foi utilizada na determinação simultânea de DCF e CO.  
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1.8.  Objetivos do trabalho  

 

Os objetivos gerais deste trabalho de doutorado foram desenvolver novos métodos 

de análise usando FIA ou BIA com detecção amperométrica e propor estratégias para 

melhorar o desempenho deste tipo de detecção empregando eletrodos sólidos. 

Basicamente, o trabalho foi dividido em duas partes: 

1. Investigação da potencialidade da detecção MPA acoplada a sistemas FIA ou 

BIA na introdução do método do padrão interno (PI); 

2. Desenvolvimento de novos procedimentos de análise: (a) determinação de DCF 

por FIA com detecção amperométrica; (b) determinação simultânea de DCF e CO por 

BIA com detecção por MPA. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parte Experimental 
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2.1.  Instrumentação 

2.1.1. Detecção Eletroquímica 

 

Nas medidas amperométricas e voltamétricas foram utilizados um 

potenciostato/galvanostato µAUTOLAB tipo III (Eco Chemie, Utrecht, The 

Netherlands - Metrohm;) interfaceado a um computador e controlado através do 

software GPES 4.9.007.  

 

2.1.1.1. Eletrodos de trabalho 

 

Neste trabalho foram utilizados três diferentes eletrodo de trabalho: carbono vítreo 

(GC; área geométrica = 7,07 mm
2
), ouro (Au; área  geométrica = 7,07 mm

2
) e diamante 

dopado com boro (BDD; área geométrica = 22,9 mm
2
). A seguir, detalhes adicionais 

sobre cada eletrodo são apresentados. 

Os eletrodos GC e Au foram adquiridos da empresa Metrohm e utilizados nas 

medidas voltamétricas e amperométricas. Na limpeza destes eletrodos usou-se o 

polimento manual com alumina (granulometria 0,3 µm) com posterior lavagem com 

água deionizada. Antes do uso nos estudos propostos, a superfície de resposta dos 

eletrodos foi testada (ativação) através de voltamogramas cíclicos sucessivos em meio 

do eletrólito em estudo (até obtenção de estabilidade). Os voltamogramas eram 

registrados na faixa de potencial de -0,8 V a +1,5 V para o eletrodo de GC e de -0,2 V a 

+1,2V para o eletrodo de Au com velocidade de varredura de 50 mV s
-1 

para ambos. 

O material usado como eletrodo de BDD foi adquirido da empresa Adamant 

Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suíça. Trata-se de placas a base de silício (0,7 x 

0,7 cm) com espessura de aproximadamente 1,2 mm e cobertas com um fino filme de 
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diamante com nível de dopagem de boro de 7000 a 8000 ppm. Antes do início das 

medidas eletroquímicas, o eletrodo de BDD foi submetido a um processo de 

limpeza/ativação, uma vez que não seria possível a limpeza manual com polimento, pois 

se trata de um filme de BDD muito fino. Neste trabalho dois modos de limpeza 

eletroquímica foram empregados, uma anódica (aplicando um potencial de +2,0 V ou 

uma corrente de +0,01 A) em meio de tampão Britton-Robinson 0,1 mol L
-1

 (pH 2,0) e 

uma catódica (aplicando-se um potencial de -2,0 V ou uma corrente de – 0,01 A) em 

meio de H2SO4 0,5 mol L
-1

. Estes tratamentos são similares aos descritos na literatura 

[37, 44]. Os tempos de ativação (limpeza) variavam de 15 a 30 minutos. A limpeza 

catódica foi feita diariamente previamente ao uso. Já a limpeza anódica somente foi 

realizada quando o sinal voltamétrico registrado em voltametria cíclica em meio de 

H2SO4 0,5 mol L
-1

 superava uma corrente de 10 µA. Após a ativação anódica, sempre 

foi necessário fazer também a ativação catódica. O tempo de aplicação de cada limpeza 

foi definido mediante registro voltamétrico posterior. A limpeza era considerada 

adequada quando a corrente de fundo usando voltametria cíclica na faixa de potencial 

entre 0,0 e 1,4 V (v = 50 mV s
-1

) em meio de H2SO4 0,5 mol L
-1

 ficava próxima a 1 µA.  

 

2.1.1.2. Eletrodo de Referência 
 

Em todos os experimentos utilizou-se um mini eletrodo de referência Ag/AgCl 

(KCl sat.)[174] preparado no próprio laboratório pela eletrodeposição de AgCl sobre um 

fio de Ag através da eletrólise de uma solução de HCl 0,10 mol L
-1

, sob corrente 

constante de 0,2 mA, durante 2 h. 

 

2.1.1.3. Eletrodo Auxiliar 
 

Utilizou-se como eletrodo auxiliar, um fio de platina. 
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2.1.1.4. Célula Eletroquímica para medidas estacionárias 
 

Nas medidas voltamétricas estacionárias, utilizou-se uma célula convencional de 

vidro (béquer de 10 mL). Os eletrodos de trabalho, auxiliar e referência foram 

posicionados na célula através de uma garra de fixação. Todos os experimentos foram 

realizados sem a remoção do O2 dissolvido. 

 

2.1.1.5. Sistema FIA 
 

O sistema FIA usado era de linha única e composto por um sistema propulsor, um 

injetor, um detector eletroquímico e tubos de polietileno com 1,0 mm de diâmetro 

interno. O sistema de propulsão e controle da vazão foi desenvolvido no próprio 

laboratório [60] e consiste em um mini-compressor de ar acoplado a uma coluna de 

água conforme apresentado na Figura 4. 

 

Figura 4: Esquema de montagem para utilização da pressão gerada por uma coluna de 

água para controle de vazão de sistemas em fluxo. (A) Mini-compressor de ar; (B, C) 

Válvulas usadas em aquarismo para divisão e controle de fluxo de ar; (D) Junção de 

acrílico tipo T; (E) Tubo de PVC – coluna de água; (F) Reservatório do carregador; (G) 

Vista ampliada da conexão do tubo de polietileno ao reservatório com eletrólito. 
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O injetor manual de acrílico utilizado foi adquirido do Cena/USP (Piracicaba) 

[175] e as células eletroquímicas foram desenvolvidas no próprio laboratório. As duas 

células eletroquímicas com possibilidade de posicionamento de três eletrodos usadas 

com os sistemas FIA são descritas a seguir. 

 

Célula eletroquímica 1: para posicionamento dos eletrodos comerciais de GC e Au 

 

Neste caso, utilizou-se uma célula eletroquímica do tipo “wall-jet” (Figura 5) com 

capacidade para acomodar três eletrodos, a qual foi construída no próprio laboratório. 

Mais detalhes sobre a construção da célula pode ser obtido em trabalho publicado 

anteriormente [176]. 

 

 

Figura 5: Célula eletroquímica do tipo “wall- jet” usada no trabalho para 

posicionamento dos eletrodos de trabalho de GC e Au em sistemas FIA. (EA) eletrodo 

auxiliar; (ER) eletrodo referência; (ET) eletrodo de trabalho.   
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Célula eletroquímica 2: para posicionamento do eletrodo de BDD  

 

A célula também é do tipo “wall-jet” e foi construída a partir de um tarugo de 

teflon (2,0 cm de comprimento e 3,0 cm de diâmetro) com capacidade total de ~10 mL. 

Um orifício foi aberto em um dos lados do tarugo com 0,9cm de profundidade e 1,2 cm 

de diâmetro, permanecendo um dos lados ainda fechado constituindo a base inferior da 

célula. Nesta base, um pequeno orifício central (3,0 mm de diâmetro) foi aberto, onde é 

posicionado um anel de borracha (O-ring) e sobre este anel, a peça de BDD (0,7 x 0,7 

cm) [177]. A área útil do eletrodo de BDD é definida pelo diâmetro interno deste anel (3 

mm). Para fixação da peça de BDD e manter o contato elétrico, um pedaço de circuito 

impresso de cobre foi preso através de dois parafusos colados nas extremidades da parte 

inferior da célula. A parte superior da célula (tampa) contém três orifícios para o 

posicionamento dos eletrodos de referência e auxiliar, e um orifício central que contém 

um tubo de aço inox utilizado para entrada da solução transportadora. Como a superfície 

de BDD também foi posicionada ao centro da célula, mas no lado oposto, o tubo de aço 

inox foi posicionado no centro e a 2 mm do eletrodo.  

Esta célula permite um fácil procedimento de limpeza eletroquímica e ser 

realizado com o eletrodo de trabalho posicionado em fluxo, sem a necessidade de 

desmontar a célula, o que pode ser considerado uma vantagem em relação à célula 

semelhante usada por outros autores [178].  

Na Figura 6 está representado um esquema geral desta célula e na Figura 7 a 

imagem real da mesma. 
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Figura 6: Representação esquemática da célula FIA para o eletrodo de trabalho 

de BDD. 

 

 

Figura 7: Imagem real da célula em fluxo utilizada para o posicionamento do eletrodo 

de trabalho de BDD. (A) Vista lateral com a tampa; (B) Vista superior sem a tampa. 
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2.1.1.6. Sistema BIA 

 

Nos estudos com o sistema BIA, utilizou-se uma célula construída no próprio 

laboratório [82], constituído por um tubo de vidro com as seguintes dimensões: interno = 

6,5 cm; altura = 6,5 cm; volume total = ≈ 200 mL.  

A Figura 8 ilustra um diagrama esquemático da célula BIA utilizada no trabalho 

com o posicionamento do micro-motor DC para agitação [20], sendo este de uso 

opcional. 

 

 

Figura 8: Representação esquemática da célula BIA com possibilidade de agitação.  

 

Nas duas extremidades do tubo foram fixadas tampas de polietileno. Um orifício 

central foi feito nas duas tampas. Além do orifício central (para o posicionamento da 

ponteira do sistema de injeção), a tampa superior contém mais três orifícios: dois para 

fixação dos eletrodos auxiliar e referência e um para a inserção do agitador mecânico. O 
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sistema de agitação é composto por um micro-motor DC de 12 V usado originalmente 

em secadores de cabelo ou brinquedos elétricos. Ao eixo deste micro motor foi adaptado 

com uma haste de teflon [20] e a velocidade de agitação é controlada com uma fonte 

universal de tensão variável (3 a 12 V). Quanto maior a voltagem selecionada, maior é a 

rotação do motor. 

Na tampa inferior foi posicionado o eletrodo BDD com auxílio de um anel de 

borracha de modo semelhante ao descrito anteriormente “célula eletroquímica 2” para o 

uso em sistema FIA. A célula foi construída de forma que durante a injeção, a ponteira 

fique posicionada a 2 mm [73] do eletrodo de BDD com o objetivo de obter resultados 

reprodutíveis durante as análises. Para a injeção neste sistema utilizou-se uma pipeta 

motorizada (Eppendorf


 Multipette stream) que permite injeções de 10 a 1000 µL 

(usando um combitip
® 

de 1 mL) com velocidades de injeção de 28 a 250 µL s
-1

, ou uma 

seringa descartável (BD Ultra-Fine II: 0,3 mL) cuja finalidade primeira é para aplicação 

de insulina. Quando a seringa descartável foi utilizada no procedimento de injeção, a 

tampa da parte superior da célula BIA foi substituída por outra contendo um orificio 

central com as dimensões exatas da seringa. Uma imagem da célula é apresentada na 

Figura 9.  
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Figura 9: Imagem da célula BIA usada nos estudos. 

 

2.1.2. Análises cromatográficas 

 
 

Foi utilizando o equipamento Shimadzu LC-10 VP equipado com um detector 

UV-VIS (SPD-10AV), uma coluna com fase estacionária C18 (Lychrispher 100 A
○
 

RP18-C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 µm), um desgaseificador (DGU-20A5), um injetor 

manual com alça de amostragem de 20 µL e uma bomba LC-10AD-VP.  

 

2.2. Soluções, reagentes e preparação das amostras 

 

Todas as soluções foram preparadas com água deionizada (resistividade superior a 

18M cm
-1

) obtida de sistema de purificação Milli-Q.plus (Millipore). Todos os 

reagentes utilizados apresentavam pureza analítica e foram usados sem purificação 

prévia. Os padrões de ácido úrico (AU), paracetamol (PA), cafeína (CA), dipirona (DI) 

e nova coccina (NC) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA). 
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DCF de sódio e potássio (DCF) e fosfato de codeína (CO) foram adquiridos da All 

Chemistry (São Paulo – Brasil) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) foi obtido da Acros 

Organics (USA). 

As soluções estoque de PA, CA, DI, NC, DCF e CO foram obtidas a partir da 

dissolução do padrão sólido em água deionizada, formando uma solução estoque com 

concentração de 10 mmol L
-1

. Como o AU e o TBHQ são pouco solúveis em água 

deionizada, a solução estoque de AU foi preparada em NaOH 0,1 mol L
-1

 e de TBHQ 

em etanol absoluto. Na determinação simultânea DCF e CO, as soluções estoques destes 

compostos foram preparadas no mesmo balão volumétrico, obedecendo a razão em 

molaridade contida no medicamento. Todas estas soluções padrões foram previamente 

diluídas em eletrólitos de suporte apropriados (0,1 mol L
-1

 cada) usados nos estudos 

(tampão acetato (pH 4,7), ácido perclórico, ácido sulfúrico, tampão fosfato (pH 7,2)) 

para posterior injeção no sistema FIA-MPA e BIA-MPA. 

No preparo das amostras farmacêuticas contendo DCF (Na ou K) e DCF 

associado com CO, os comprimidos presentes em uma cartela (9 comprimidos para o 

DCF e 5 comprimidos para DCF e CO) foram pesados em uma balança analítica 

(precisão de quatro casas decimais) e macerados utilizando um almofariz e pistilo de 

porcelana. O estoque das soluções amostra foi feito a partir de uma quantidade 

suficiente em massa para uma concentração final igual a 10 mmol L
-1 

para DCF e 7 

mmol L
-1 

para CO. Na etapa seguinte, uma alíquota desta solução foi diluída em 

eletrólito suporte. 

A fase móvel utilizada nos testes cromatográficos para determinação de DCF (Na 

ou K) foi constituída de 60% acetonitrila (grau cromatográfico e espectroscópico) e 

40% de água deionizada com pH = 2,1 ajustado com ácido fosfórico. O comprimento de 

onda selecionado foi de 280 nm [179]. Na determinação de CO por cromatografia 
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líquida, a fase móvel utilizada foi composta de acetonitrila, tampão HAc/Ac
-
 (pH=6,9) e 

metanol (10:5:85 v/v) e o comprimento de onda do detector foi fixado em 254 nm 

[180].  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados e Discussão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

49 

 

3.1. Considerações Gerais 
 

Os resultados e discussões abordados nesta tese serão divididos em duas partes. 

Na primeira parte, serão apresentados os estudos realizados para implementar o método 

do padrão interno em sistemas FIA ou BIA com detecção amperométrica de múltiplos 

pulsos. Na segunda parte, serão apresentados os estudos realizados com o 

desenvolvimento de um método para determinação de DCF e determinação simultânea 

de DCF e CO em formulações farmacêuticas. 

3.2. Parte I - Introdução do método do padrão interno em sistemas FIA 

ou BIA com detecção MPA 

 

3.2.1. Método do padrão Interno (PI) em sistema FIA-MPA  

 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a possibilidade de utilizar um 

sistema FIA de linha única com detecção amperométrica de múltiplos pulsos para 

detecção simultânea e seletiva de dois analitos utilizando um único eletrodo de trabalho 

[29-31]. A possibilidade de determinação simultânea de espécies usando somente um 

eletrodo de trabalho possibilitou o início dos estudos para tentar introduzir o método do 

padrão interno em sistemas FIA com detecção amperométrica.  

Para demonstrar esta abordagem, o ácido úrico (AU) e ferricianeto ([Fe(CN)6]
3-

) 

foram adotados como analito modelo e padrão interno (PI), respectivamente.  

 

3.2.1.1. Comportamento eletroquímico do AU e do [Fe(CN)6]
3-

 
 

O comportamento eletroquímico do AU e do [Fe(CN)6]
3-

 foi estudado utilizando 

um eletrodo de carbono vítreo em meio de H2SO4 0,2 mol L
-1

 por meio de voltametria 
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cíclica. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 10.  

 

Figura 10: Voltamogramas cíclicos obtidos para soluções sem (a) e com a adição de 0,5 

mmol L
-1

 de AU (b) ou 0,3 mmol L
-1 

de [Fe(CN)6]
3-

 (c). Eletrólito suporte: H2SO4 0,20 

mol L
-1

; ET: GC; Faixa de trabalho: -0,2 V a 1,0 V vs Ag/AgCl; v = 50 mV s
-1

. 

 

Como pode-se observar, o AU apresenta um pico de oxidação bem definido em 

torno de +0,75 V, o que está de acordo com a literatura [181, 182]. O mecanismo de 

oxidação é um processo que envolve 2e
- 

e 2H
+
 para formar uma diimina. Já o 

[Fe(CN)6]
3-

 apresenta um comportamento reversível com dois picos bem definidos: um 

referente à redução do Fe
3+

 em +0,4 V e outro referente à oxidação do Fe
2+

 

eletroquimicamente gerado em +0,5 V.  
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3.2.1.2. Investigação para identificação dos pulsos de potenciais a serem 

usados em FIA-MPA para uso do método do PI  

 

Para que o método do PI seja possível de ser usado em um sistema FIA-MPA, 

uma sequência de pulsos de potenciais necessita ser selecionada e aplicada 

continuamente ao longo de cada experimento, de modo que o analito e o PI sejam 

detectados individualmente e independentemente no mesmo eletrodo de trabalho.  

Com base nos voltamogramas apresentados na Figura 10, o AU pode ser oxidado 

sem a interferência de [Fe(CN)6]
3- 

em potenciais mais positivos do que +0,70 V. Assim, 

para este estudo foi selecionado o pulso de potencial de +0,80 V para determinação do 

AU sem interferência do [Fe(CN)6]
3-

. O [Fe(CN)6]
3-

, por sua vez, pode ser determinado 

(redução) sem interferência de AU em potenciais mais negativos do que +0,40 V. Nos 

estudos seguintes, o pulso de potencial de -0,05 V foi adotado para redução e detecção 

do [Fe(CN)6]
3-

.  

Nos primeiros testes realizados empregando somente os dois pulsos de potenciais 

(-0,05 e +0,80 V), o produto de redução do [Fe(CN)6]
3-

 gerado em -0,05 V foi oxidado 

em +0,80 V e uma interferência na detecção de AU passou a existir. Além disto, a 

oxidação do AU em +0,80 V contaminava lentamente o eletrodo de trabalho e uma 

queda na corrente de pico em função de sucessivas análises era observada. Para 

contornar este problema, dois pulsos de potenciais adicionais (MPA) foram incluídos no 

procedimento. Assim, o pulso de potencial de +0,60 V passou a ser aplicado duas vezes 

na sequência de pulsos selecionados. Na primeira aplicação (após o pulso de +0,80 V), a 

função é remover da superfície do eletrodo os produtos de oxidação do AU gerados em 

+0,80 V. Na segunda aplicação (após o pulso de -0,05 V), a função é remover o produto 

da redução do [Fe(CN)6]
3-

 gerado em -0,05 V. Assim, o produto da oxidação do AU 
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deixou de contaminar gradativamente o eletrodo de trabalho de GC e o produto da 

redução do [Fe(CN)6]
3-

 deixou de ser detectado em +0,8V. A eficácia desta abordagem 

está relacionada a dois fenômenos simultâneos: consumo eletroquímico e remoção dos 

produtos gerados pelo fluxo de solução da superfície do eletrodo de trabalho.  

Na Figura 11A está apresentado o esquema da sequência dos pulsos de potenciais 

aplicados ao eletrodo de trabalho para implementação do método do PI em um sistema 

FIA com detecção amperométrica. A Figura 11B apresenta os amperogramas obtidos 

nos pulsos de potenciais de +0,8 V e -0,05 V referentes às injeções em triplicata de três 

soluções distintas. Os amperogramas referentes às duas aplicações do pulso de +0,6 V 

não são apresentados. Na primeira injeção (Figura 11Ba), a solução contém apenas AU 

(100 µmol L
-1

), na segunda (Figura 11Bb), apenas [Fe(CN)6]
3-

 (38 µmol L
-1

) e na 

terceira (Figura 11Bc) uma mistura de ambos os analitos na mesma concentração das 

soluções anteriores (100 + 38 µmol L
-1

).  

 

 

Figura 11: (A) Esquema da aplicação dos pulsos de potenciais aplicados no eletrodo de 

trabalho de GC. (B) Respostas amperométricas obtidas após injeção de soluções 

contendo 400 µmol L
-1

 de AU (a), 38 µmol L
-1 

de [Fe(CN)6]
3-

 (b) e (c) mistura de AU e 

[Fe(CN)6]
3-

 na mesma concentração de “a” e “b” (100 + 38 µmol L
-1

, respectivamente). 

Eletrólito suporte: H2SO4 0,20 mol L
-1

; vazão: 3,0 mL min
-1

; volume injetado: 300 µL.  
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 Como pode ser observado, no pulso de potencial de +0,80 V, apenas o AU é 

oxidado e no pulso de potencial de -0,05 V apenas o [Fe(CN)6]
3-

 é reduzido. Observa-se 

ainda que a corrente detectada na injeção das soluções contendo apenas AU ou apenas 

[Fe(CN)6]
3-

 apresentam a mesma magnitude de corrente da solução contendo a mistura 

de AU + [Fe(CN)6]
3-

. Assim, com esta sequência de pulsos de potenciais é possível 

detectar o AU e o [Fe(CN)6]
3-

 seletivamente por FIA com detecção por MPA usando 

somente um eletrodo de trabalho.  

 

3.2.1.3. Análise da eficiência do PI em sistemas FIA com detecção 

amperométrica  

 

O método do padrão interno em sistemas FIA com detecção por MPA foi 

avaliado em relação à repetibilidade do sistema na presença de altas concentrações de 

AU (provável contaminação do eletrodo de trabalho), flutuações na vazão e volume de 

injeção, diferença de força iônica entre soluções padrões e amostras e formação ou 

inserção acidental de bolhas de ar no sistema. Cada estudo feito será descrito com 

detalhes a seguir. 

 

3.2.1.3.1. Estabilidade do sistema FIA na presença de problemas de 

contaminação ou passivação do eletrodo 

 

O método do padrão interno foi avaliado em relação ao seu desempenho em 

situação onde ocorre contaminação gradativa do eletrodo de trabalho (GC) quando 

soluções contendo AU são injetadas no sistema FIA. Inicialmente aplicou-se a 

sequência de pulsos de potenciais descritos no item 3.2.1.2, ou seja, um pulso de 
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potencial para detecção do AU (+0,8 V) e outro para detecção do [Fe(CN)6]
3-

 (-0,05 V) 

e dois pulsos de limpeza (+0,6V). Os amperogramas obtidos para este teste são 

apresentados na Figura 12. 

 

Figura 12: Amperogramas obtidos para injeções de 100 µm,ol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 

de [Fe(CN)6]
3-

. Demais condições experimentais: idem Figura 11.  

 

Como podemos observar, aplicando a sequência dos pulsos de potenciais descrita 

no item 3.2.1.2, os potenciais de limpeza foram eficazes, pois não houve uma 

passivação e/ou contaminação considerável da superfície do eletrodo, uma vez que o 

sinal amperométrico do AU e [Fe(CN)6]
3-

 manteve-se praticamente constante (RSD = 

2,15 e 2,63% para AU e [Fe(CN)6]
3-

, respectivamente; n = 15). Neste caso, o padrão 

interno é dispensável. É importante observar que mesmo assim, o perfil amperométrico 

de resposta do PI ([Fe(CN)6]
3-

) é bem parecido com o de resposta do AU (oscilações 

similares), indicando que o PI é influenciado pelos mesmos parâmetros que o analito 

(AU). 

Uma vez que os potenciais de limpeza permitem que não haja a 

contaminação/passivação do eletrodo de trabalho, uma alternativa foi usar uma nova 
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sequência de pulsos de potenciais para observar se haveria ou não contaminação da 

superfície eletródica. Então, a seguinte sequência de pulsos de potencial foi aplicada: 

+0,8 V (oxidação do AU); -0,05 V (redução do [Fe(CN)6]
3-

] e +0,6 V para 

remoção/consumo do produto de redução do PI ([Fe(CN)6]
3-

). A mudança feita foi 

retirar o pulso de potencial de limpeza da sequência de pulsos aplicada nos estudos 

apresentados na Fig. 12 (+0,60 V após 0,80 V). A Figura 13 apresenta os amperogramas 

detectados neste estudo mediante injeções sucessivas de soluções padrão contendo 100 

µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

. 

 
Figura 13. Amperograma para injeções de 100 µmol L

-1
 de AU e 38 µmol L

-1
 de 

[Fe(CN)6]
3-

. Pulsos aplicados:+0,8 V / 500 ms; -0,05 V / 400 ms e +0,6 V/ 500 ms. 

Demais condições experimentais conforme Figura 11. 

 

Conforme pode ser observado nos amperogramas da Figura 13, na ausência do 

pulso de potencial de limpeza (+0,60 V após 0,80 V) houve uma pequena 

contaminação/passivação do eletrodo de trabalho, o que pode ser observado por uma 

ligeira queda de corrente nos picos iniciais no amperograma detectado em +0,8 V. No 

entanto, após algumas injeções (após o 6º pico) houve uma estabilização do sinal 

analítico. Com o intuito de promover maior contaminação/passivação do eletrodo de 
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trabalho empregado e investigar a probabilidade do método do PI em anular este efeito, 

a concentração de AU foi aumentada de 100 µmol L
-1 

para 400 µmol L
-1 

(Figura 14).  

 

 

Figura 14. Amperogramas para injeções de 400 µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de 

[Fe(CN)6]
3-

. Pulsos aplicados:+0,8 V / 500 ms; -0,05 V / 400 ms e +0,6 V/ 500 ms.  

Demais condições experimentais conforme Figura 11.  

 

Como pode ser observado pelos amperogramas apresentados na Figura 14, com o 

aumento da concentração de AU, a superfície do eletrodo de trabalho foi passivando ou 

contaminando e o sinal amperométrico foi diminuindo a cada nova injeção, com uma 

variação de 16,5% na corrente detectada entre a primeira e décima terceira injeção. No 

entanto, após a normalização destes resultados (iAU em +0,80 V/iPI em -0,05 V), o desempenho 

do método pode ser considerado como sendo muito bom, pois a variação de 16,5% caiu 

para 2,5%. Esta comparação pode ser melhor visualizada na Figura 15. 
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Figura 15. Comparação do desempenho do sistema FIA-MPA sem (■) e com (Δ; 

iAU/iPI) o uso do método do padrão interno em função de injeções sucessivas de solução 

padrão contendo 400 µmol L
-1

 de AU (analito) e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

 (PI). 

Demais condições experimentais conforme Figura 11. 

 

3.2.1.3.2. Variação na vazão da solução carregadora 

 

A magnitude da resposta eletroquímica em sistemas FIA com detecção 

amperométrica pode variar consideravelmente em função de flutuações na vazão da 

solução transportadora [176]. Portanto, para obtenção de resultados precisos é 

imprescindível que a vazão no sistema permaneça constante durante todo o tempo de 

análise. A Figura 16A apresenta os amperogramas obtidos com 10 injeções de solução 

padrão contendo 400 µmol L
-1

 de AU a uma vazão de 3,0 mL min
-1

 e 10 injeções a uma 

vazão de 1,0 ml min
-1

.  
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Figura 16. (A) Amperogramas obtidos para injeções de solução padrão contendo 400 

µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

 em função da variação da vazão do 

sistema de 3.0 para 1.0 mL min
-1

. Pulsos de potenciais aplicados:+0,8V / 500ms; +0,6V 

/ 500ms; -0,05V / 400ms e +0,6V/ 500ms. (B). Comparação do desempenho do sistema 

FIA-MPA sem (■; iAU) e com (Δ; iAU/iPI) o uso do método do padrão interno em função 

da variação na vazão do sistema. Demais condições experimentais conforme Figura 11. 

 

Como esperado, o pico de corrente de oxidação do AU decresce 

consideravelmente (-57%) quando a vazão do sistema FIA varia de 3,0 para 1,0 ml min
-

1
. A Figura 16B ilustra uma comparação da corrente detectada na oxidação de AU sem 

(■; iAU em 0,80V) e com (Δ; iAU em 0,80V/iPI em -0,05V) sua normalização pela corrente gerada 

na redução do PI. Como pode ser observado, após a normalização dos resultados 

(iUA/iPI), o sinal detectado passa a ser praticamente constante (variação menor que 1%), 

demonstrando a capacidade do método do padrão interno em compensar flutuações 

relacionadas a variações na vazão da solução transportadora em sistemas FIA com 

detecção amperométrica. 
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3.2.1.3.3. Variação do volume injetado no sistema FIA 

 

Na detecção amperométrica em sistemas FIA normalmente se utiliza como 

medida analítica a altura dos picos, sendo que esta altura pode variar em função do 

volume injetado. Portanto, o volume injetado é outro parâmetro que deve ser mantido 

constante durante análises usando FIA-MPA.  

A Figura 17 ilustra os amperogramas obtidos com injeções sucessivas (n = 10) no 

sistema FIA-MPA de uma solução padrão contendo 400 µmol L
-1 

de AU e 38 µmol L
-1

 

de [Fe(CN)6]
3-

 (PI) em função da variação no volume injetado (300 e 100 µL, 

respectivamente).  

 

Figura 17. A) Amperogramas obtidos para injeções sucessivas de solução contendo 400 

µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

 em função do volume injetado (300 µL e 

100 µL). Pulsos de potenciais aplicados: +0,8 V / 500 ms; +0,6 V / 500 ms; -0,05 V / 

400 ms e +0,6 V/ 500 ms. B) Comparação do desempenho do sistema FIA-MPA sem 

(■; iAU) e com (Δ; iAU/iPI) o uso do método do padrão em função da variação do volume 

injetado do sistema. Demais condições experimentais conforme Figura 11. 
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De acordo com os amperogramas apresentados na Figura 17A, a variação no 

volume injetado de 300 para 100 µL gerou uma diminuição acentuada (-63%) na 

corrente relativa à oxidação do AU em +0,80 V e de redução do [Fe(CN)6]
3- 

(PI) em 

-0,05 V. A Figura 17B ilustra a corrente de oxidação do AU sem (■; iAU em 0,80V) e com 

(Δ; iAU em 0,80V/iPI em -0,05V) sua normalização com a corrente gerada na redução de 

[Fe(CN)6]
3-

 (PI). Como podemos observar, após a normalização, os resultados obtidos 

podem ser considerados satisfatórios, pois a variação entre o maior e o menor pico 

transiente (3,1%) é um valor muito inferior ao valor obtido anteriormente (63%). 

Estes resultados indicam que o controle preciso de volume de injeção é desnecessário 

quando o método do padrão interno é usado em sistemas FIA com detecção 

amperométrica. 

 

3.2.1.3.4. Variação na força iônica da solução amostra  

 

Outro problema que pode afetar a precisão de análises por FIA com detecção 

amperométrica é a diferença de força iônica entre as soluções padrão e amostra. Como 

exemplo, podemos citar a análise de AU em amostras de urina as quais apresentam 

elevada força iônica. Na Figura 18A é demonstrado como a diferença de força iônica 

entre soluções padrão e amostra podem afetar o resultado obtido com um sistema FIA 

com detecção amperométrica. Uma solução padrão contendo 400 µmol L
-1

 de AU e 38 

µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

 (PI) diluída em eletrólito (H2SO4 0,2 mol L
-1

; força iônica  

= 0,60 mol L
-1

) foi injetada no sistema FIA-MPA, sem e com a adição de 0,17 mol L
-1

 

de cloreto de sódio (H2SO4 0,2 mol L
-1

 + NaCl 0,17 mol L
-1

; força iônica = 0,77 mol L 

-1
).  
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Figura 18. A) Amperogramas obtidos para injeções sucessivas de solução contendo 400 

µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

 em função da variação de força iônica 

(H2SO4 0,2 mol L
-1

 ou H2SO4 0,2 mol L
-1

 + NaCl 0,17 mol L
-1

). Pulsos aplicados: +0,8 

V / 500 ms; +0,6 V / 500 ms; -0,05 V / 400 ms e +0,6 V / 500 ms. B) Comparação do 

desempenho do sistema FIA-MPA sem (■; iAU) e com (Δ; iAU/iPI) o uso do método do 

padrão em função da variação de força iônica. Demais condições experimentais 

conforme Figura 11. 

 

Na ausência e na presença de uma solução de NaCl 0,17 mol L
-1

, a corrente de 

oxidação do AU variou de 4,9 para 3,4 µA, respectivamente, o que corresponde a uma 

variação de 44%. No entanto, quando a correção usando o PI (iAU/iPI) foi utilizada, o 

sinal variou apenas 0,2% entre o pico de maior e menor corrente (Figura 18B). 
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3.2.1.3.5. Formação ou inserção acidental de bolhas no sistema em fluxo 

 

Outro problema comum em sistemas de injecção em fluxo é a formação ou a 

inserção acidental de bolhas de ar na solução tranportadora. As bolhas de ar podem 

obstruir o contato elétrico entre o eletrodo de trabalho e de referência, o que pode 

reduzir a sensibilidade e precisão, mesmo após a remoção da bolha de ar do sistema de 

fluxo. A Figura 19A apresenta os amperogramas para injeções de solução contendo 400 

µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3- 

no sistema FIA antes e após a introdução 

de uma bolha de ar (↓) no sistema.  

 

Figura 19. A) Amperogramas obtidos para injeções de soluções padrão contendo 400 

µmol L
-1

 de AU e 38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

 em função da inserção de bolhas de ar no 

sistema FIA-MPA. Pulsos de potenciais aplicados: +0,8V / 500ms; +0,6V / 500ms; -

0,05V / 400ms e +0,6V/ 500ms. B) Comparação do desempenho do sistema FIA-MPA 

sem (■; iAU) e com (Δ; iAU/iPI) o uso do método do padrão em função da inserção de 

bolhas de ar no sistema. Demais condições experimentais conforme Figura 11. 
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 Após a remoção das bolhas, o sinal amperométrico de oxidação do AU diminuiu 

9,6%. Quando a correção mediante uso do PI foi realizada (Figura 19B), o sinal 

resultante apresentou uma variação menor (1,7%). Este resultado demonstra que o 

método do padrão interno também pode compensar as perturbações geradas pela 

introdução acidental de bolhas de ar na solução transportadora de um sistema FIA- 

MPA. 

 

3.2.1.3.6. Curva de calibração usando o método do PI  

 

Neste estudo, soluções contendo concentrações crescentes de AU (10,0; 40,0; 

100,0; 200,0; 300,0 e 400,0 µmol L
-1

) e constantes do PI (38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

) 

foram injetadas no sistema FIA-MPA. Como o objetivo foi verificar se o uso do PI era 

eficaz na obtenção de curvas de calibração na presença de problemas de contaminação 

do eletrodo de trabalho, o pulso de potencial de +0,6 V (limpeza relacionada com o 

produto de oxidação do AU) não foi usado. Assim, a seguinte sequência de pulsos de 

potenciais foi usada neste estudo: +0,8 V (oxidação do AU); -0,05 V (redução do 

[Fe(CN)6]
3-

) e +0,6 V (remoção dos produtos gerados na redução do [Fe(CN)6]
3-

. O 

volume de injeção e a vazão foram mantidos constantes e iguais a 300 µL e 3,0 ml 

min
-1

, respectivamente. 

Os amperogramas obtidos neste estudo são apresentados na Figura 20A. A Figura 

20B apresenta duas curvas analíticas construídas a partir das correntes de oxidação do 

AU em +0,80 V, sem (■) e com (∆) normalização dos resultados mediante divisão pela 

corrente de redução do PI (iAU/iPI). Com o intuito de facilitar a comparação entre as duas 

curvas analíticas, os valores de corrente de oxidação do AU foram multiplicados por 2,7 

para que se tornassem similares aos obtidos pela razão iAU/iPI. 
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Figura 20. (A) Amperogramas obtidos com o sistema FIA-MPA após injeções em 

triplicada de soluções contendo concentrações crescentes de AU (10,0; 40,0; 100,0; 

200,0; 300,0 e 400,0 µmol L
-1

) e constantes do PI (38 µmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-

). (B) 

Curvas analíticas referentes à oxidação de AU em +0,80V sem (■) e com (∆) 

normalização dos resultados (iAU/iPI). Demais condições experimentais conforme Figura 

11. 

 

Como podemos observar, a corrente detectada na solução padrão contendo 400,0 

µmol L
-1

 de AU (Figura 20Af) não apresentou uma relação linear com a concentração e 

um coeficiente de correlação de 0,975 foi calculado. No entanto, quando a normalização 

dos resultados foi efetuada (iAU/iPI), um bom coeficiente de correlação (R = 0,998) foi 

obtido.  

Em todos os testes apresentados até o momento, o PI foi adicionado a cada uma 

das soluções para depois ser injetado no sistema FIA. No entanto, em sistemas FIA, o 

acréscimo manual do PI a cada solução pode ser eliminado mediante uso do método de 

interpenetração de zonas [183]. De acordo com este método, a alíquota da solução do 
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padrão interno e das soluções padrão ou amostra são injetadas simultaneamente em duas 

linhas separadas de um sistema em fluxo. Posteriormente, em uma conexão em forma 

de Y, as duas linhas são unidas e a homogeneização ocorre durante o transporte para a 

célula eletroquímica. Desse modo, apenas é necessário o preparo de uma única solução 

contendo o PI e erros associados ao preparo de soluções seriam evitadas (relacionadas 

com o PI). 

 

3.2.1.4. Conclusões parciais – PI em sistemas FIA com detecção 

amperométrica 

 

Os resultados apresentados demonstram que em sistemas FIA com detecção 

amperométrica, tanto o analito quanto o PI são afetados de forma similar pela variação 

de parâmetros físicos e químicos do sistema e pela perda progressiva da sensibilidade 

devido à gradativa contaminação da superfície do eletrodo. Assim, a normalização dos 

resultados (ianalito/iPI) podem ser usados para compensar algumas condições não 

controladas. Melhoras significativas foram obtidas em termos de precisão do sistema 

através da minimização da influência em variações na velocidade de vazão, volume de 

injeção, força iônica e inserção acidental de bolhas de ar. Além disso, o método do 

padrão interno também minimizou a limitação mais comum dos detectores 

amperométricos usando eletrodos sólidos, que é a variação da corrente devido à 

passivação ou contaminação gradual da superfície do eletrodo de trabalho. 
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3.2.2. Aplicação do método do PI em sistema BIA-MPA 
 

Nos tópicos a seguir serão apresentados os resultados obtidos nos estudos para 

verificar a possibilidade de usar o método do padrão interno para melhorar a precisão no 

procedimento de injeção em sistemas BIA-MPA.  

 

3.2.2.1. Estudos para identificação de um PI  

 

O comportamento eletroquímico de alguns compostos que serão usados como 

analitos modelo (AM) no presente estudo (PA, CA, DI e TBHQ) [33, 34, 57] foram 

estudados anteriormente em nosso grupo de pesquisa empregando BDD como eletrodo 

de trabalho. Usando tampão HAc/Ac
-
 0,1 mol L

-1
 (pH = 4,6) como eletrólito de suporte, 

a oxidação do PA [34] se inicia em aproximadamente +0,70 V e chega a um valor 

máximo de corrente em +1,0 V. Neste mesmo meio, a oxidação da CA se inicia em 

torno de +1,30 V e chega a um valor máximo em aproximadamente +1,50 V [34]. Neste 

mesmo eletrólito, a oxidação da DI [33] envolve mais de uma etapa. Inicialmente há um 

aumento da corrente de oxidação em potencial próximo de +0,40 V alcançando um 

máximo em +1,10 V. Entretanto, em potenciais mais positivos que +1,10 V ocorre um 

novo aumento de corrente até +1,70 V, sem atingir um valor máximo no intervalo 

estudado (+0,35 V até +1,70 V). O comportamento eletroquímico do TBHQ [57] foi 

avaliado em meio de KCl + HCl 0,1 mol L
-1 

em 30/70% de etanol/água, 

respectivamente. Neste eletrólito, a oxidação do TBHQ iniciou-se em +0,6 V,  atingindo 

corrente máxima em +0,7V.  

O comportamento eletroquímico do NC (PI) foi estudado usando o sistema BIA-

MPA. Dez pulsos de potenciais, 70 ms cada (0,0; -0,10; -0,20; -0,30; -0,40; -0,50; -0,60; 

-0,70; -0,80 e -0,90 V), foram aplicados continuamente ao eletrodo de trabalho (BDD) 
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posicionado no sistema BIA. A corrente de cada pulso de potencial (simultânea 

aquisição dos 10 amperogramas) [34] foi continuamente monitorada durante três 

injeções de uma solução de NC 50 µmol L
-1

. O respectivo pico de corrente para cada 

pulso de potencial foi medido e usado na construção do voltamograma hidrodinâmico 

para redução eletroquímica do NC (Figura 21).  

 

 

Figura 21. Voltamograma hidrodinâmico obtido pela injeção no sistema BIA-MPA de 

uma solução contendo 50 µmol L
-1

 de NC em meio de H2SO4 0,20 mol L
-1

.  

 

Observa-se pelo voltamograma hidrodinâmico do NC (Figura 21) que sua redução 

se inicia em torno de -0,1 V e atinge um valor constante entre os potenciais -0,4 V e -0,6 

V, ocorrendo em seguida um novo aumento de corrente a partir de -0,7 V sem atingir 

um valor máximo na faixa estudada (até -0,9 V). 

Nos estudos para implementação do método do PI em sistemas BIA-MPA, dois 

pulsos de potenciais foram selecionados para cada par AM/PI. Um pulso de potencial 

monitora a corrente do PI e um segundo pulso de potencial monitora simultaneamente 
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as correntes do PI e do AM. O esquema de aplicação destes pulsos de potenciais está 

apresentado Figura 22. 

 

Figura 22. Escada de potencial usada na detecção MPA, aplicada ao BDD em função 

do tempo. PI: padrão interno. AM: analito modelo. 

 

A estratégia proposta neste estudo é usar a normalização dos resultados (iPI+AM/iPI) 

para correção de variações provenientes do procedimento de injeção do sistema BIA. 

Esta nova abordagem apresenta vantagens em relação à proposta descrita no item 3.2.1 

(onde analito e o PI são detectados separadamente), uma vez que apenas o composto 

usado como PI necessita ser detectado separadamente. Assim, há um aumento 

considerável na probabilidade de identificar um composto adequado para ser usado 

como PI. No entanto, interações químicas entre o analito e o PI podem impedir que o 

método do PI seja empregado. Esta interação é mais comum quando um dos compostos, 

analito ou PI, é detectado pela oxidação e o outro pela redução, ou vice-versa. Exemplos 

desta condição são apresentados nos amperogramas da Figura 23, onde injeções no 

sistema BIA-MPA foram feitas de soluções contendo apenas o AM, o PI e mistura AM 

+ PI. 
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Figura 23. Amperogramas obtidos pela injeção de soluções padrão no sistema BIA-

MPA contendo: (A) CO (50 µmol L
-1

), PA (10 µmol L
-1

) e CO + PA (50 + 10 µmol L
-1

, 

respectivamente); (B) Fe(CN)6
3-

 (40 µmol L
-1

), DI (80 µmol L
-1

) e Fe(CN)6
3-

 + DI (40 + 

80 µmol L
-1

, respectivamente). Eletrólito: H2SO4 0,20 mol L
-1

. Velocidade de injeção: 

6,0 mL min
-1

. Volume injetado: 100 µL. 

 

Nos amperogramas da Figura 23 (A e B) estão representados dois pares de 

compostos (AM e PI) quando um PI inadequado foi utilizado. Observa-se nos 

amperogramas da Figura 23A, que no pulso de potencial de +1,0 V apenas o PI (PA ou 

[Fe(CN)6]
3-

) apresentam sinal amperométrico (oxidação e redução, respectivamente). As 

correntes de oxidação ou redução detectadas para estes compostos (PIs) na ausência e 

na presença do analito (CO e DI, respectivamente) não são similares (diminuição do 

sinal amperométrico), indicando que provavelmente ocorre uma interação química entre 

os compostos (analito e PI). Desse modo, na escolha do par AM/PI é essencial que não 

haja interação química entre AM e PI. 

Em estudos subsequentes, outros compostos foram testados para atuarem como PI 

(TBHQ, NC, PA e Fe(CN)6
4-

) e como AM (CO, PA, CA, DI e AU). Em todos os casos, 

para testar a viabilidade de uso do par AM/PI com este objetivo, três soluções distintas 
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foram injetadas no sistema BIA-MPA: AM, PI e AM+PI. Os amperogramas para este 

estudo estão apresentados na Figura 24.  

 

Figura 24. Amperogramas obtidos pela injeção no sistema BIA-MPA (n = 3) de 

soluções contendo somente o AM, somente o PI e AM + PI, respectivamente. Mais 

informações constam na Tabela 1. Demais parâmetros experimentais iguais a Figura 23. 
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Observa-se pelos amperogramas apresentados, que todos os compostos utilizados 

para atuarem como PI apresentam sinal amperométrico em potenciais menos positivos 

que o AM. Além disso, a intensidade do sinal amperométrico do PI é a mesma, 

independentemente se é injetado individualmente ou junto com AM (PI+AM), 

indicando que não há interação química entre os compostos. Pequenas variações de 

corrente podem ser consideradas decorrentes de variações do processo de injeção do 

sistema BIA (velocidade e/ou volume injetado) e/ou progressiva perda de sensibilidade 

devido à contaminação ou passivação da superfície do eletrodo de trabalho. Na Tabela 1 

constam as concentrações utilizadas para os PI e os AM, assim como os pulsos de 

potenciais usados na detecção (PI e AM + PI). 

 

Tabela 1. Dados de concentração e pulsos de potenciais aplicados na detecção do AM e 

PI.  

Amperogramas AM 

 (µmol L
-1

) 

PI 

 (µmol L
-1

) 

E aplicado  

AM + PI (V) 

E aplicado  

PI (V) 

A CO (50) TBHQ (35) +1,40 +1,00 

B CO (50) Fe(CN)6
4- 

(30) +1,40 +0,70 

C PA (40) Fe(CN)6
4- 

(30)
 

+1,20 +0,70 

D PA (40) NC (15) +1,20 -0,50 

E CA (25) Fe(CN)6
4- 

(30) +1,50 +0,65 

F CA (20) PA (20) +1,50 +1,20 

G DI (40) Fe(CN)6
4- 

(30) +1,60 +0,60 

H AU (40) Fe(CN)6
4- 

(30) +1,20 +0,65 
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3.2.2.2. Estudo da influência de alguns parâmetros no desempenho do 

sistema BIA 

 

Os estudos com o sistema BIA podem ser realizados com ou sem agitação da 

solução presente na célula eletroquímica. Os testes foram realizados utilizando uma 

micropipeta motorizada mediante injeção de soluções contendo o AM + PI sem e com 

agitação da solução no interior da célula. Os amperogramas para este estudo utilizando a 

CO (AM) e o TBHQ (PI) são apresentados na Figura 25. 

 

 

Figura 25. Comparação entre os resultados obtidos por BIA-MPA sem e com (~2200 

rpm) agitação da solução no interior da célula. Solução injetada: 50 µmol L
-1

 de CO + 

35 µmol L
-1

 de TBHQ. Demais parâmetros experimentais: iguais a Figura 23. 

 

Com a solução no interior da célula sob constante agitação usando um micro 

motor DC, uma injeção foi possível a cada 10 s, o que permite obter elevada frequência 

analítica (~360 injeções h
-1

). Entretanto, na ausência de agitação, há uma redução 

considerável da frequência analítica (~48 injeções h
-1

). A agitação no sistema acelera a 

remoção do material eletroativo da interface eletrodo/solução e a corrente gerada (pico 
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transiente) retorna para a linha base mais rapidamente, o que aumenta a frequência 

analítica do sistema. A agitação também é importante quando um pulso de potencial 

para constante limpeza eletroquímica é empregado, pois contribui significativamente 

para a remoção do contaminante da superfície do eletrodo. A frequência analítica com e 

sem agitação, para os outros pares estudados estão apresentados na Tabela 2. Observa-

se que em todos os casos houve uma grande melhora na frequência analítica com 

exceção dos AM: PA (PI: Fe(CN)6
4-

 e NC) e CA (PI: PA) que não houve diferença do 

uso da agitação. Portanto, nos estudos que seguem foi utilizada a agitação mecânica. 

 

Tabela 2. Frequência analítica obtida para os pares (AM + PI) estudados com e sem 

agitação. 

AM  PI  Com agitação  

(injeção h
-1

) 

Sem agitação 

(injeção h
-1

) 

CO  Fe(CN)6
4-

 103 30 

PA  Fe(CN)6
4- 

180 180 

PA  NC 120 120 

CA Fe(CN)6
4-

 180 30 

CA PA 180 180 

DI  Fe(CN)6
4-

 128 36 

AU  Fe(CN)6
4-

 277 40 

 

O processo de injeção no sistema BIA pode ser um dos fatores responsáveis pela 

reprodutibilidade dos resultados, pois podem surgir variações dos resultados tanto 

provenientes de flutuações no volume injetado como na velocidade de injeção [73]. Para 

que o procedimento de injeção seja reprodutível, micropipetas motorizadas são 

normalmente utilizadas [28]. Desta forma, o volume e velocidade de injeção são 

programadas eletronicamente e operadores com pouca (ou nenhuma) experiência podem 

efetuar injeções no sistema de forma reprodutível. Um inconveniente é que as 
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micropipetas motorizadas normalmente não estão disponíveis em laboratórios químicos 

comuns devido ao seu alto custo (acima de R$ 2.000,00). Micropipetas convencionais 

(manuais) não são precisas no procedimento de injeção em sistemas BIA.  

Com o intuito de testar a viabilidade de uso do método do padrão interno para 

obtenção de injeções reprodutíveis no sistema BIA usando pipetas manuais, um estudo 

inicial foi realizado variando os parâmetros volume e velocidade de injeção usando uma 

pipeta motorizada. Nesta condição, o volume e velocidade de injeção podem ser 

precisamente variados e os resultados obtidos com e sem sua normalização mediante 

uso do PI (iAM+PI/iPI) podem ser comparados.  

A Figura 26 apresenta os amperogramas obtidos em função da variação na 

velocidade de injeção (1,70 a 20,7 mL min
-1

) no sistema BIA-MPA para soluções 

contendo 20,0 µmol L
-1

 de CA (AM) e 5,0 µmol L
-1

 de PA (PI). 

 

 

Figura 26. (A) Amperogramas obtidos para injeções (n = 2) de soluções contendo 20 

µmol L
-1

 de CA (AM) e 5 µmol L
-1 

de PA (PI) em função da variação na velocidade de 

injeção. (B) Respostas obtidas para oxidação da CA sem (■) e com (Δ) a normalização 

(iCA+PA /iPA) dos resultados. Eletrólito suporte: HAc/NaAc 0,1 mol L
-1

 (pH = 4,7). 

Volume injetado: 100,0 µL. 
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Como esperado, sem o uso do padrão interno (■; Figura 26B), um aumento de 

resposta da CA é detectado com o aumento na velocidade de injeção de 1,7 a 20,7 mL 

min
-1

. Porém, quando a normalização com o PI (iAM+PI/iPI) é utilizada (Δ; Figura 26B), 

uma resposta amperométrica relativamente constante é obtida, independente da 

velocidade de injeção. O desvio padrão relativo antes e após a normalização da corrente 

detectada (iCA+PA /iPA) foi igual a 16,5% e 2,2%, respectivamente. 

O estudo do efeito da variação do volume injetado (10 a 200 µL) na corrente de 

oxidação da CA detectada para soluções contendo 20 µmol L
-1

 de CA (AM) + 5 µmol 

L
-1 

de PA (PI) é apresentado na Figura 27.  

 

 

Figura 27. Amperogramas obtidos para injeções (n = 2) de soluções contendo 20 µmol 

L
-1

 de CA (AM) + 5 µmol L
-1 

de PA (PI) em função da variação no volume injetado no 

sistema BIA-MPA. (B) Respostas obtidas para oxidação da CA sem (■) e com (Δ) a 

normalização dos resultados (iCA+PA/iPA). Eletrólito suporte: HAc/NaAc 0,1 mol L
-1

 (pH 

= 4,7). Velocidade de injeção: 6,0 mL min
-1

.  

 

Como pode ser observado, a corrente de oxidação para a CA somente varia para 

volumes injetados menores que 100 µL (■; Figura 27B), cujo resultado está em 

concordância com a literatura [73]. Porém, quando a normalização com o PI (iAM+PI/iPI) 

é utilizada (Δ; Figura 27B), uma resposta similar é obtida, independentemente do 
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volume injetado. O desvio padrão relativo antes e após a normalização da corrente 

(iCA+PA /iPA) calculado foi igual a 3,0 e 1,0%, respectivamente (calculado apenas para 

volumes injetados menores que 100 µL). 

Estes resultados demonstram que o uso do método do padrão interno pode corrigir 

as flutuações geradas no procedimento de injeção usando BIA-MPA. 

A fim de demonstrar o potencial desta nova abordagem, estudos foram realizados 

para demonstrar a possibilidade de utilização de seringas descartáveis para injeções 

reprodutíveis no sistema BIA. Os estudos que seguem foram feitos para os todos os 

pares (AM e PI) apresentados na Figura 24, porém, só serão apresentados os 

amperogramas de um par em específico (CO e TBHQ). Os resultados para os demais 

pares (AM e PI) serão apresentados em forma de tabelas. 

 

3.2.2.3. Estudos de repetibilidade do método 

 

A precisão do sistema BIA-MPA foi avaliada comparando-se os resultados 

obtidos para três procedimentos diferentes de injeção de soluções  no sistema BIA: (1) 

pipeta motorizada; (2) seringa descartável sem normalização dos resultados; (3) seringa 

descartável com a normalização dos resultados. A normalização dos resultados obtidos 

quando se utilizou a seringa descartável foi feita levando-se em consideração a razão 

iAM+PI/iPI. 

Neste estudo, duas soluções de composições distintas foram injetadas no sistema 

BIA (n = 6), uma contendo 20 µmol L
-1 

de
 
CO (AM) e outra contendo 20 µmol L

-1 
de

 

CO (AM) + 15 µmol L
-1 

de
 
TBHQ (PI). A solução contendo somente CO foi injetada 

usando a micropipeta motorizada (Figura 28A) e a seringa descartável (Figura 28B) e a 

solução contendo CO + o PI foi injetada usando somente a seringa descartável (Figura 
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28C). O mesmo estudo foi realizado para os outros pares de compostos (AM e PI) e os 

resultados obtidos são apresentados na Tabela 3. 

 

 

Figura 28. Amperogramas obtidos do sistema BIA-MPA para três diferentes modos de 

injeção: (A) micropipeta motorizada, seringa descartável sem (B) e com (C) a presença 

do PI. Solução injetada: 20 µmol L
-1 

de
 
CO (AM) e 15 µmol L

-1 
de

 
TBHQ (PI). Demais 

parâmetros experimentais iguais a Figura 23. 

 

Tabela 3. Comparação entre os resultados para o estudo de repetibilidade (n = 6) 

obtidos por BIA-MPA para oito pares de AM/PI usando três processos diferentes de 

injeção: pipeta motorizada, seringa descartável sem PI e seringa descartável com 

normalização dos resultados usando um PI. 

 

AM (µmol L
-1

) 

 

PI (µmol L
-1

) 

Pipeta motorizada  

DPR (%) 

Seringa 

 DPR (%) 

Sem PI Sem PI Com PI 

PA (40) Fe(CN)6
4- 

(30)
 

1,0 9,6 2,4 

PA (40) NC (15) 1,0 9,6 3,4 

CO (25) Fe(CN)6
4- 

(30) 0,9 4,8 1,4 

CO (20) TBHQ (15) 0,7 5,2 1,1 

CA (25) Fe(CN)6
4- 

(30) 0,8 2,8 1,3 

AU (40) Fe(CN)6
4- 

(30) 0,7 4,8 1,2 

DI (40) Fe(CN)6
4- 

(30) 0,4 9,3 1,9 

CA(20) PA (20) 1,2 5,1 1,5 

 Média 0,8 6,4 1,8 
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Como podemos observar, as repetibilidades obtidas utilizando a seringa 

descartável após normalização dos resultados (iAM+PI/iPI) foram muito melhores 

(DPR=1,8 %) do que os obtidos com a seringa descartável sem a normalização pelo PI 

(DPR=6,4 %). Estes resultados demonstram a capacidade do método do PI em 

compensar flutuações relacionadas com variações na velocidade e volume de injeção no 

sistema BIA. É importante salientar que os resultados usando a seringa descartável 

foram obtidos em triplicata (n = 3) sendo que cada injeção foi feita por um operador 

diferente. É provável que se as injeções fossem feitas pelo mesmo operador, os valores 

de DPR poderiam ser melhores e os resultados obtidos com o PI poderiam estar mais 

próximos aos obtidos com a pipeta motorizada.  

 

3.2.2.4. Curvas de calibração utilizando o método do PI 

 

Neste estudo, duas soluções de composições distintas foram injetadas no sistema 

BIA-MPA (n = 3), uma contendo concentrações crescentes (10 a 70 µmol L
-1

) de CO 

(AM) e outra contendo concentrações crescentes (10 a 70 µmol L
-1

) de CO (AM) + 15 

µmol L
-1 

de
 
TBHQ (PI). As soluções contendo somente concentrações crescentes de CO 

foram injetadas usando a micropipeta motorizada (Figura 29A) e a seringa descartável 

(Figura 29B) e as soluções contendo concentrações crescentes de CO + o PI foram 

injetadas usando somente a seringa descartável (Figura 29C). Na Figura 29 além dos 

amperogramas (A, C e E), também estão representados as respectivas curvas de 

calibração obtidas para injeções nas três formas diferentes de injeção: micropipeta 

motorizada (B) e seringa descartável sem (D) e com (F) a presença do PI (iAM+PI/iPI). 
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Figura 29. Amperogramas e respectivas curvas de calibração obtidas para injeções de 

soluções contendo concentrações crescentes de CO (a)10, (b) 20, (c)30, (d) 40, (e)50, 

(f)70 µmol L
-1

 e constantes de PI (15 µmol L
-1 

de TBHQ) usando três formas diferentes 

de injeção: micropipeta motorizada (A e B) e seringa descartável sem (C e D) e com (E 

e F) a presença do PI (iAM+PI/iPI). Para outras condições experimentais ver Figura 23.  

 

Na faixa de concentração estudada (10 a 70 µmol L
-1

), a CO apresenta relação 

linear (R = 0,999) entre concentração e respectiva corrente de oxidação, o que pode ser 
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observado quando a pipeta motorizada foi usada na injeção (Figura 29B). Quando a 

seringa descartável foi utilizada no processo de injeção (Figura 29C) sem a 

normalização dos resultados (iAM+PI/iPI), altos desvios padrões relativos médios (média 

dos desvios referente aos seis pontos de concentração da curva analítica) são observados 

entre as replicatas (22.4%; n = 6) e o coeficiente de correlação foi calculado em 0,954. 

Por outro lado, quando a normalização dos resultados pelo PI foi usada (iAM+PI/iPI; 

Figura 29E), um sensível melhora entre as replicatas (RSD = 3,7%; n = 6) e coeficiente 

de correlação (R = 0,997) foi obtida. 

A razão de corrente detectada apenas para injeções de solução contendo o PI 

(Figura 29EA
*
) nos potenciais +1,4 e +1,1 V foi utilizada para construção da curva de 

calibração no ponto correspondente à concentração zero do analito. 

 Os resultados obtidos para os demais pares de compostos (AM/PI) estudados são 

apresentados na Tabela 4. 

Tabela 4. Comparação entre os resultados obtidos por BIA-MPA para sete pares de 

AM/PI estudados usando três processos diferentes de injeção: pipeta motorizada, 

seringa descartável sem e com o PI nas soluções. 

 

AM 

 

PI 

  

Faixa linear 

µmol L
-1 

R 

PI 

µmol L
-1

 

Pipeta Motorizada Seringa 

 Sem PI Sem PI Com PI 

PA Fe(CN)6
4- 

30 10 - 200 0,996 0,988 0,998 

PA NC 15 10 - 50 0,999 0,950 0,998 

CO Fe(CN)6
4-

 30 10 - 100 0,999 0,983 0,997 

CA Fe(CN)6
4-

 30 10 - 200 0,999 0,980 0,996 

CA PA 20 5 - 40 0,999 0,984 0,999 

AU Fe(CN)6
4-

 30 5 - 40 0,998 0,947 0,998 

DI Fe(CN)6
4-

 30 5 - 40 0,999 0,961 0,993 

   Média 0,998 0,970 0,997 

 



 

81 

 

Como pode ser observado, o uso do método do PI (iAM+PI/iPI) propiciou uma 

melhora significativa dos resultados em todos os casos estudos. 

O desempenho do sistema proposto usando os diferentes modos de injeção 

(micropipeta motorizada e seringa descartável com e sem a presença do PI), também foi 

avaliado por análises de amostras sintéticas (n = 3) contendo cada par AM/PI listado na 

Tabela 1. A média dos erros (n = 8) foi calculada em 2,1 ± 0,3, 3,5 ± 0,7 e 9,4 ± 1,5% 

para a micropipeta motorizada, a seringa descartável com e sem a normalização dos 

resultados (iAM+PI/iPI), respectivamente. Os erros calculados para cada par AM/PI pode 

ser visto na Tabela 5. 

Tabela 5. Comparação dos resultados obtidos com a micropipeta motorizada e seringa 

descartável antes e após normalização usando o método do PI (iAM+PI/iPI),  para amostras 

sintéticas usando BIA-MPA (n = 3). Erro = (100 x (BIA-MPA – valor tabelado)/ valor 

tabelado) /n 

 

Amostra Sintética 

 

PI 

Erro (%) 

Micropipeta motorizada Seringa 

Sem PI Sem PI Com PI 

PA Fe(CN)6
4- 

2,7 7,3 3,0 

PA NC 2,7 7,3 2,5 

CA Fe(CN)6
4-

 1,9 6,7 5,1 

CA PA 1,9 6,7 2,1 

CO Fe(CN)6
4-

 1,2 9,8 3,7 

CO TBHQ 1,2 9,8 3,8 

UA Fe(CN)6
4-

 3,8 8,0 0,5 

DI Fe(CN)6
4-

 1,0 19,6 7,5 

 Média 2,1 9,4 3,5 
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Estes resultados são similares aos obtidos no estudo de repetibilidade apresentado 

na Tabela 3. O modo de injeção proposto (usando o método do padrão interno) mantém 

a precisão dos resultados obtidos com um sistema BIA mesmo quando se utiliza uma 

seringa manual e descartável. É provável que os resultados aqui apresentados podem 

também ser obtidos utilizando uma pipeta manual na etapa de injeção. 

 

3.2.2.5. Conclusões parciais – PI em sistemas BIA com detecção 

amperométrica 

 

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram pela primeira vez que o 

método do padrão interno pode ser utilizado com sucesso para melhorar a precisão dos 

resultados obtidos com um sistema BIA com detecção amperométrica. A eficácia do 

método foi demonstrada utilizando seringas descartáveis (extensível a pipetas manuais) 

no procedimento de injeção, sem perda considerável em termos de precisão 

provenientes de flutuações na velocidade e/ou volume de injeção. Além disso, a 

abordagem aqui proposta apresenta avanços sobre o uso do método do PI em sistemas 

FIA proposto na seção 3.2.1, uma vez que foi demonstrado que apenas o composto 

utilizado como PI necessita ser detectado seletivamente (não o par analito/PI). Portanto, 

a seleção de um composto candidato para utilização como PI torna-se uma tarefa muito 

mais simples. Adicionalmente, o método do PI pode ser usado para minimizar uma das 

principais limitações de eletrodos sólidos, que é a variação da resposta em função do 

tempo devido à passivação gradual ou contaminação da superfície do elétrodo de 

trabalho, especialmente quando um pulso de potencial para limpeza eletroquímica não é 

eficaz para contornar o problema. Finalmente, a abordagem aqui proposta faz com que 



 

83 

 

aumente o potencial de sistemas BIA com detecção amperométrica, principalmente para 

aplicações que requerem análises em campo (“on-site”). 

 

3.3. Parte II – Determinação de DCF e análise simultânea de DCF e CO 

3.3.1. Determinação de DCF (DCF) 

3.3.1.1. Comportamento eletroquímico do DCF em diferentes eletrodos 

 

Os estudos existentes na literatura envolvendo a determinação de DCF usando 

métodos eletroquímicos fazem uso de eletrodos modificados e informam sobre a 

existência de problemas de contaminação quando eletrodos não modificados são 

empregados para este fim [26, 118, 139-144]. Estes resultados foram confirmados 

experimentalmente usando BDD como eletrodo de trabalho em meio de H2SO4 0,1 mol 

L
-1

 (Fig. 30).  

 

Figura 30. Voltamograma cíclico obtido em H2SO4 0,1 mol L
-1

 sem (a) e com a 

presença de 60 µmol L
-1

 de DCF: (b) ciclo 1; (c) ciclo 2. ET: BDD; Faixa de trabalho: 

0,0 a +1,5V vs Ag/AgCl; velocidade de varredura = 50 mV s
-1

. 
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No primeiro voltamograma cíclico, o DCF apresenta um comportamento 

irreversível, com um pico de oxidação em +0,9 V (Figura 30b). No segundo 

voltamograma, o produto de oxidação do DCF gera um pico em +0,5 V, similar ao que 

foi verificado em trabalho anterior quando DCF foi estudado em meio de HClO4 0,1 

mol L
-1

 usando eletrodo de carbono vítreo modificado com uma camada de polímeros 

impressos [139]. Neste mesmo trabalho, resultados experimentais demonstraram que o 

fenômeno de oxidação do DCF ocorre por adsorção [139], o que explica a queda na 

corrente de oxidação do DCF em +0,9 V (-50%) no segundo voltamograma cíclico 

(Figura 30c). De acordo com a literatura [26, 184], o mecanismo de oxidação do DCF 

envolve a perda de 2 elétrons e 2 prótons gerando um derivado denominado 5-hidroxi 

diclofenaco (Figura 31). 

 

 

Figura 31. Esquema de eletro-oxidação do DCF [26, 184]. 

 

 

 Os estudos usando voltametria cíclica e BDD com eletrodo de trabalho também 

foram realizados em meio de tampão acetato (pH = 4,7) e fosfato (pH = 7,0). Em ambas 

as soluções, o fenômeno de adsorção foi mais pronunciado, e consequentemente, a 

contaminação do eletrodo de trabalho foi mais drástica. Assim, H2SO4 0,1 mol L
-1

 foi 

adotado como eletrólito suporte nos estudos seguintes. 
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Como o objetivo inicial deste trabalho era a determinação de DCF por FIA com 

detecção amperométrica, o comportamento eletroquímico do DCF também foi estudado 

neste sistema usando eletrodos de trabalho não modificados (GC, Au e BDD) em meio 

de 0,1 mol L
-1

 de H2SO4. Neste caso, a opção foi obter voltamogramas hidrodinâmicos 

mediante a aplicação de dez pulsos de potenciais em função do tempo utilizando o 

sistema FIA-MPA. A sequência de aplicação (escada de potencial) dos dez pulsos de 

potenciais selecionados está representada na Figura 32A. A Figura 32B apresenta os 

amperogramas obtidos com injeções sucessivas (n = 10) de solução contendo 50 µmol 

L
-1

 de DCF no sistema FIA-MPA usando BDD como eletrodo de trabalho. O mesmo 

estudo foi feito usando GC e Au como eletrodos de trabalho. Os voltamogramas 

hidrodinâmicos (Figura 32C) foram obtidos plotando a corrente de picos detectada 

(amperogramas) em função do pulso de potencial correspondente. 

 

Figura 32. A) Escada de potencial aplicada ao eletrodo de BDD posicionado no sistema 

FIA-MPA. B) Amperogramas detectados para sucessivas injeções (n = 10) de 50 µmol 

L
-1

 de DCF. C) Voltamogramas hidrodinâmicos obtidos plotando a corrente detectada 

(média de 10 injeções) em função do pulso de potencial do correspondente; Eletrodos 

de trabalho: (■)Au, (▲) BDD e (●) GC. Tempo de aplicação de cada pulso de 

potencial: 70 ms. A resposta a 0,0 V não foi apresentada. Eletrólito suporte: H2SO4 0,1 

mol L
-1

; Vazão: 3,0 mL min
-1

; volume injetado: 50 µL. 
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Como pode ser observado, nos três eletrodos de trabalho estudados, a corrente de 

oxidação do DCF se inicia próximo de +0,9 V e atinge um valor máximo perto de 

+1,0V. Estes resultados estão em concordância com estudos apresentados acima 

empregando voltametria cíclica e em trabalho publicado anteriormente [139] em que o 

comportamento do DCF foi avaliado usando um eletrodo de grafite em meio de HClO4 

(pH = 1,0). 

Baseado nos resultados obtidos por voltametria hidrodinâmica, uma sequência de 

dois pulsos de potenciais (aplicados alternadamente em função do tempo) foi 

selecionada e aplicada ao eletrodo de trabalho posicionado no sistema FIA.  

 +1,2 V / 50 ms (BDD e GC) e +1,0 V / 50 ms (Au): oxidação e quantificação de 

DCF; 

 0,0 V / 50 ms: para limpeza da superfície eletródica.  

Aplicando esta sequência de pulsos de potenciais, a estabilidade de resposta do 

sistema FIA foi avaliada para determinação de DCF. Injeções sucessivas (n = 10) de 

soluções contendo 50 µmol L
-1

 de DCF foram feitas no sistema FIA-MPA usando cada 

eletrodo separadamente. A Figura 33A apresenta os amperogramas obtidos para cada 

eletrodo de trabalho. A Figura 33B foi construída a partir das correntes detectadas com 

cada eletrodo de trabalho e apresentados na Figura 33A. 
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Figura 33. (A) Amperogramas obtidos para 10 injeções sucessivas de uma solução 

contendo 50 µmol L
-1

 de DCF usando GC, Au ou BDD como eletrodos de trabalho. (B) 

Respectivas correntes de oxidação detectados nos eletrodos de GC (●), Au (■) ou BDD 

(▲). Pulsos de potenciais aplicados: +1,2 V / 50ms (●,▲), +1,0 V / 50 ms (■) e 0,0 V / 

50 ms para todos os eletrodos (etapa de limpeza eletroquímica). Demais parâmetros 

experimentais iguais a Figura 32. 

 

Como pode ser observado, a oxidação de DCF usando o eletrodo de Au (■) 

decresce gradativamente após cada injeção no sistema FIA, mesmo com a aplicação do 

pulso de potencial de 0,0 V / 50 ms para constante limpeza eletroquímica da superfície 

deste eletrodo. Usando o eletrodo de GC (●), a resposta amperométrica oscilou 

consideravelmente e apresentou um desvio padrão relativo de 2,7% (n = 10). O melhor 

resultado foi obtido usando o BDD (▲) como eletrodo de trabalho, onde uma boa 

estabilidade de resposta foi observada (DPR = 1,0%; n = 10). Portanto, o BDD foi 

escolhido para ser o eletrodo de trabalho nos estudos a seguir. 
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Como os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de resposta para a 

oxidação do DCF utilizando o eletrodo de BDD foram satisfatórios, um estudo foi feito 

com o objetivo de verificar se o pulso de potencial de limpeza seria ou não necessário. 

Uma solução contendo 5 µmol L
-1

 de DCF foi sucessivamente injetada no sistema FIA 

utilizando na detecção, ora a amperometria convencional (Ecte = +1,2 V), ora a MPA 

(+1,2 V / 50 ms e 0,0 V /50 s). Os amperogramas e o gráfico de corrente versus número 

de medidas para esta comparação estão apresentados na Figura 34. 

 

Figura 34. (A) Amperogramas para injeções de 5 µmol L
-1

 de DCF no sistema FIA 

utilizando a detecção MPA (+1,2 V e 0,0V) e amperometria convencional (+1,2V). (B) 

Respectivas correntes de oxidação do DCF para MPA (●) e amperometria convencional 

(■). Demais parâmetros experimentais iguais a Figura 32.  

 

Observa-se pelos resultados da Figura 34 que quando a amperometria 

convencional é utilizada (Ecte = +1,2 V), a corrente de oxidação do DCF decresce 

significantemente após cada injeção no sistema FIA indicando que há uma progressiva 

contaminação do eletrodo de trabalho. Este decréscimo de corrente não ocorre quando 

se utiliza o mesmo potencial de análise (+1,2 V) acrescido da aplicação de um pulso de 

potencial de limpeza eletroquímica (0,0 V) empregando MPA. Portanto, a amperometria 
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convencional não é indicada para a detecção de DCF usando um eletrodo de trabalho 

não modificado. 

 

3.3.1.2. Estabilidade de resposta para a oxidação de DCF em diferentes 

eletrólitos 

 

Apesar dos estudos realizados inicialmente por voltametria cíclica terem 

demonstrado que o fenômeno de adsorção é mais intenso em meio de tampo acetato e 

fosfato, os estudos de repetibilidade empregando o sistema FIA-MPA também foram 

realizados nos seguintes meios: ácido perclórico, tampão acetato pH 4,7 e fosfato pH 

7,0. Os amperogramas e os dados de corrente de oxidação do DCF para este estudo são 

apresentados na Figura 35.

 

Figura 35. (A) Amperogramas obtidos para injeções no sistema FIA de soluções 

contendo 50 µmol L
-1

 de DCF, usando como eletrólito H2SO4, HClO4, tampão fosfato e 

acetato (0,1 mol L
-1

 cada). (B) Respectivas correntes de oxidação do DCF para (■) 

H2SO4, (●) HCLO4, tampões (▼) fosfato e (○) acetato  Pulsos aplicados: +1,2 V / 50  

ms e 0,0 V / 50 ms. Demais parâmetros experimentais iguais a Figura 32. 
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Como pode ser visto, utilizando o tampão acetato ou fosfato como eletrólito 

suporte, a corrente de oxidação do DCF diminuiu a cada injeção, com desvio padrão 

relativo calculado de 7,9% e 10,4%, respectivamente. Provavelmente, a gradativa queda 

no sinal analítico é devido à adsorção irreversível do DCF ou dos produtos de oxidação 

deste na superfície do eletrodo, mesmo usando o pulso potencial de limpeza, o que está 

de acordo com os resultados obtidos anteriormente por voltametria cíclica. Quando o 

HClO4 e H2SO4 foram usados como eletrólito suporte, os dados de repetibilidade 

calculados podem ser considerados adequados em ambos os casos (DPR = 1,7 e 1,1%, 

respectivamente; n = 10). Baseado nestes experimentos, o H2SO4 foi confirmado como 

eletrólito suporte para determinação de DCF. O HClO4 também poderia ser utilizado, no 

entanto, é mais caro e seu manuseio requer cuidados especiais. 

 

3.3.1.3. Otimizações de parâmetros do sistema FIA 

 

A influência dos parâmetros como vazão e volume injetado na resposta do 

sistema FIA também foi avaliada a fim de obter as melhores condições de sensibilidade 

e frequência analítica. A influência da vazão da solução carregadora (1,0 a 4,0 mL min 

-1
) e o volume injetado (50 a 300 µL) foram estudados com as otimizações feitas até o 

momento:  

(1) Aplicação de dois pulsos de potenciais: +1,2 V / 50 ms para oxidação do DCF e 0,0 

V / 50 ms para constante limpeza eletroquímica da superfície do eletrodo;  

(2) Eletrodo de trabalho: BDD; 

(3) H2SO4 como eletrólito suporte.  

A Figura 36 apresenta o amperograma obtido para injeções de solução contendo 

50 µmol L
-1

 de DCF em função da variação na vazão do sistema FIA.  
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Figura 36. Amperogramas obtidos para injeções de 5 µmol L
-1 

de DCF em função da 

variação na vazão do sistema FIA (a) 1,0 (b) 2,0 (c) 3,0 e (d) 4,0 mL min
-1

. Alça de 

amostragem: 300 µL. Eletrólito suporte: 0,1 mol L
-1

 H2SO4.
 
 

 

Como pode ser visto, a corrente máxima e constante de oxidação do DCF é 

atingida a partir de vazões iguais a 3,0 mL min
-1

 (Figura 36c). Em vazões inferiores, a 

corrente detectada é menor, assim como a frequência analítica. Logo, a vazão de 3,0 mL 

min
-1

 foi selecionada para os demais estudos.  

A Figura 37 apresenta o amperograma para a oxidação de DCF em função da 

variação do volume injetado no sistema FIA.  
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Figura 37. Amperogramas obtidos para injeções de 50 µmol L
-1

 de DCF variando o 

volume injetado no sistema FIA: (a) 50,0 (b) 100,0 (c) 200,0 e (d) 300,0 µL. Vazão: 3,0 

mL min
-1

. Eletrólito suporte: 0,1 mol L
-1

 H2SO4.  

 

A corrente de oxidação do DCF aumenta com o aumento no volume injetado até 

atingir 300 µL (Figura 37c). No entanto, o volume de injeção de 50 µL foi selecionado 

com o objetivo de reduzir o consumo de amostras e reagentes, aumentar a frequência de 

amostragem e diminuir a probabilidade de contaminação do eletrodo de trabalho. Tudo 

isto sem perda significativa de sensibilidade. 

 

3.3.1.4. Precisão do método proposto 

 

A precisão do método proposto foi avaliada em termos de repetibilidade intra e 

entre-dias. A repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas no 

mesmo dia (n=10) de soluções contendo DCF em duas concentrações diferentes. Já a 

repetibilidade entre-dias também foi determinada através da análise de soluções com 
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duas concentrações diferentes em 3 dias distintos (n = 3). Os desvios padrões relativos 

(DPR) obtidos são apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Resultados obtidos no estudo de repetibilidade intra e entre-dias na 

determinação de DCF por FIA-MPA. 

Concentração de DCF 

(µmol L
-1

) 

intra-dias 

DPR
a
 (%) 

entre-dias  

DPR
b
 (%) 

40 1,1 8,7 

50 2,0 10,3 

a
(n = 10); 

b
(n = 3);           

 

Os resultados da repetibilidade intra e entre-dias obtidos podem ser considerados 

satisfatórios com DPR menores que 2,0% e 10,3%, respectivamente. 

 

3.3.1.5. Determinação de DCF em amostras farmacêuticas 

 

O desempenho do método FIA-MPA foi avaliado na quantificação de DCF em 

amostras farmacêuticas. A Figura 38B apresenta o amperograma para injeções de 50 µL 

em triplicata de soluções padrões de DCF em concentrações crescentes (a-f: 5 a 50 

µmol L
-1

) e decrescentes (f-a: 50 a 5 µmol L
-1

) e duas amostras farmacêuticas 

adequadamente diluídas em meio de H2SO4 0,1 mol L
-1

 (1 e 2). 
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Figura 38. (A) Escada de potencial aplicado ao eletrodo de BDD (forma cíclica) em 

função do tempo. (B) Amperogramas obtidos para sucessivas injeções (n = 3) de 

solução contendo concentrações crescentes e decrescentes de DCF (a-f: 5 – 50 µmol L
-

1
) e duas amostras farmacêuticas (1,2). (C) Respectiva curva de calibração. Demais 

parâmetros experimentais iguais a Figura 32. 

 

Conforme apresentado na Figura 38C, as curvas de calibração obtidas no sentido 

crescente (■) e decrescente (○) foram lineares na faixa de concentração estudada e 

apresentaram sensibilidades similares (inclinação da curva) com as seguintes equações 

de reta: 

a) sentido crescente (■):  

i (µA) = 0,08999 (±0,0577) + 0,05774 (±0,0018) c;   R = 0,997 

b) sentido decrescente (○): 

i (µA) = -0,14748 (±0,1209) - 0,05947 (±0,0040) c;   R = 0,991 

 

Os limites de detecção (LD = (3 X DPBranco – CL) / S, onde CL é o coeficiente 

linear e S é a sensibilidade da reta de calibração) e quantificação (LQ = (10 X DPBranco – 

CL) / S) para o DCF por FIA-MPA foram calculados em 1,44 e 4,80 µmol L
-1

, 
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respectivamente. A frequência analítica do método foi calculada em 135 injeções por 

hora. 

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos na determinação de DCF em 6 

amostras farmacêuticas. Os resultados são apresentados com seus respectivos desvios 

padrões (n = 3) e são comparados aos resultados obtidos por cromatografia líquida 

(HPLC). Estudos de adição e recuperação também foram realizados com a adição de 

duas concentrações diferentes de DCF às amostras adequadamente diluídas. As 

amostras foram analisadas antes e após adição de 10 µmol L
-1

 (amostras A, B e C) e 30 

µmol L
-1

 (amostras D e E). Os dados de recuperação (média ± DPR; n = 3) também são 

apresentados na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Comparação dos resultados (média ±DPR; n = 3) obtidos na determinação de 

DCF em amostras farmacêuticas usando FIA-MPA e HPLC. 

Amostra Valor 

rotulado 

(mg/tablete) 

Valor encontrado 

(mg/tablete) 

Teste-t 
b 

Teste-F 
c 

Recuperação 

(%) 

  FIA
a 

HPLC    

A 50 46 ± 3 49 ± 4 1,04 2,0 104 ± 2 

B 50 57 ± 6 54 ± 3 0,80 4,0 110 ± 4 

C 50 52 ± 2 52 ± 1 0,00 4,0 109 ± 7 

D 50 44 ± 3 44 ± 1 0,00 9,0 94 ± 4 

E 50 48 ± 2 47 ± 2 0,66 1,0 105 ± 2 

a 
FIA: método proposto; 

b
 ttabelado = 4,30; 

c
 Ftabelado = 19,0 

 

Como pode ser observado na Tabela 7, não há diferenças significativas entre os 

dois métodos (FIA e HPLC), o que indica a ausência de erros sistemáticos. Para avaliar 

a concordância dos resultados obtidos pelos dois métodos aplicou-se o teste t. Sendo 

que os resultados obtidos para as concentrações de DCF obtidos pelos dois métodos não 
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apresentam diferenças significativas a um nível de confiança de 95%, e em todos os 

casos o tcalculado < ttabelado = 4,30. O teste F foi utilizado com o objetivo de avaliar a 

precisão entre os dois métodos e nenhuma diferença significativa foi detectada nos 

desvios padrões entre os resultados dos dois métodos a um nível de confiança de 95% 

(em todos os casos Fcalculado < Fcrítico = 19,0).  

 

3.3.1.6. Determinação de DCF usando BIA e o método do padrão interno 

 

Nas sessões anteriores (item 3.2.1 e item 3.2.2) foi demonstrado que o método do 

padrão interno pode ser utilizado nos sistemas FIA e BIA para corrigir eventuais 

oscilações em parâmetros destes sistemas. Diante disso, a determinação de DCF por 

BIA  usando uma seringa descartável no procedimento de injeção também foi proposta. 

Propõe-se anular as flutuações no volume e velocidade de injeção empregando o 

método do padrão interno (iDCF+PI/iPI). 

As condições otimizadas em FIA (eletrólito, eletrodo de trabalho de BDD e faixa 

linear de resposta) foram mantidas no sistema BIA, porém, foi necessário selecionar 

novos pulsos de potenciais para detecção simultânea de DCF e PI. Inicialmente, com 

auxílio de uma pipeta motorizada, três soluções distintas foram injetadas no sistema 

BIA: (i) 30 µmol L
-1

 de Fe(CN)6
4-

 (PI), (ii) 40 µmol L
-1

 de DCF e, (iii) mistura de 

Fe(CN)6
4-

 + DCF( 30 e 40 µmol L
-1

, respectivamente). Os amperogramas para este 

estudo são apresentados na Figura 39. 
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Figura 39. (A) Escada de potencial aplicado ao eletrodo de BDD em função do tempo. 

(B) Amperogramas obtidos para injeções (n = 3) de soluções contendo 30 µmol L
-1 

de 

Fe(CN)6
4-

(PI), 40 µmol L
-1

 de DCF e PI + DCF (30 + 40 µmol L
-1

, respectivamente). 

Eletrólito suporte: H2SO4 0,1 mol L
-1

; Volume injetado; 150 µL; Velocidade de injeção: 

4,5 mL min
-1

. 

 

Observa-se pelo amperograma da Figura 39B que no pulso de potencial +0,7 V, 

apenas o [Fe(CN)6]
4-

 (PI) é oxidado e a corrente detectada apresenta a mesma 

magnitude do que a solução contendo [Fe(CN)6]
4- 

+ DCF. No pulso de potencial de +1,1 

V, os dois compostos (DCF e [Fe(CN)6]
4-

) são oxidados. Assim, como demonstrado na 

seção 3.2.2, a normalização dos resultados pode ser feita pela razão das correntes 

detectadas em ambos os pulsos de potenciais (iDCF+PI em +1,1V / iPI em +0,7 V). 

Para este estudo, uma curva de calibração foi feita a partir de injeções de soluções 

contendo concentrações crescentes de DCF (10 – 50 µmol L
-1

) e constantes de PI (30 

µmol L
-1 

de Fe(CN)6
4-

). A Figura 40 apresenta os amperogramas para estas injeções e as 

respectivas curvas de calibração com e sem o uso do PI. 
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Figura 40. (A) Amperogramas obtidos para injeções de soluções contendo 

concentrações crescentes de DCF (b) 10, (c) 20, (d) 30, (e) 40, (f) 50 µmol L
-1

 e 

constantes do PI (30 µmol L
-1 

de [Fe(CN)6]
4-

). (B) Curvas de calibração para o DCF 

com (■;iDCF+PI/iPI) e sem (●; iDCF) o uso do método do PI. Para outras condições 

experimentais ver Figura 39.  

 

Como pode ser visualizado, a curva de calibração para o DCF, sem normalização 

dos resultados, apresenta um coeficiente de correlação ruim (R = 0,982) e altos desvios 

padrões entre as medidas (n = 3), uma vez que as injeções (volume e velocidade) com a 

seringa descartável não são reprodutíveis. Com a normalização dos resultados 

(iDCF+PI/iPI), uma melhora significativa no coeficiente de correlação é alcançada (R = 

0,999) e pequenos desvios entre as replicatas são observados, indicando que o método 

do PI pode ser utilizado em determinações de DCF em sistemas BIA com o 

procedimento de injeção sendo efetuado usando uma seringa descartável (originalmente 

usada na aplicação de insulina). 
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3.3.1.7. Conclusões parciais – determinação de DCF 

 

Demonstrou-se pela primeira vez que um eletrodo não modificado (BDD) pode 

ser usado para determinação de DCF por FIA com detecção amperométrica. O pré-

tratamento das amostras se restringe a uma simples dissolução e posterior diluição da 

amostra no eletrólito suporte. O método também é rápido (135 injeções h
-1

), preciso 

(RSD = 1,0%; n = 10), sensível (LD = 0,14 µmol L
-1

) e pode ser facilmente adaptado 

para procedimentos de rotina. O desempenho analítico do sistema FIA foi avaliado pela 

determinação de DCF em formulações farmacêuticas, com a obtenção de resultados 

similares aos obtidos por HPLC. Adicionalmente, também foi demonstrado que o DCF 

pode ser determinado por BIA-MPA utilizando no procedimento de injeção uma seringa 

descartável. Neste caso, as flutuações no volume e velocidade de injeção são anuladas 

empregando o método do padrão interno. 

 

3.3.2. Determinação de DCF e CO 

3.3.2.1. Comportamento eletroquímico do DCF e CO 

 

Inicialmente, o comportamento eletroquímico da CO e do DCF foram estudados 

utilizando BDD como eletrodo de trabalho e voltametria cíclica. A varredura foi 

registrada na faixa de trabalho entre 0,0 V e +1,5 V vs Ag/AgCl em meio de H2SO4 0,1 

mol L
-1

. A Figura 41 apresenta os voltamogramas cíclicos obtidos para este estudo.  
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Figura 41. Voltamogramas cíclicos obtidos em meio de H2SO4 0,1 mol L
-1

 sem (a) e 

com a presença de (b) 60 µmol L
-1

 de DCF e (c) 500 µmol L
-1

 de CO. ET: BDD. Faixa 

de trabalho: 0,0 a 1,5 V vs Ag/AgCl; velocidade de varredura = 50 mV s
-1

. 

 

O comportamento do DCF neste meio já foi descrito na sessão anterior (item 

3.3.1.1). A CO (Figura 41c) apresenta um comportamento irreversível, com pico 

máximo de oxidação em +1,2 V. Como pode ser observado, há uma boa separação 

(cerca de 0,30 V) entre os picos de oxidação do DCF (+0,9 V) e da CO (+1,2 V). O 

mecanismo de oxidação da CO foi descrito anteriormente [164, 185, 186] e presume-se 

que a bis-codeína é o único produto de oxidação (Figura 42). 

 

 

Figura 42. Reação de oxidação eletroquímica da codeína. 
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Os estudos apresentados foram feitos no modo estacionário, sendo que o intuito 

deste trabalho é realizar as análises sob condições hidrodinâmicas. Assim, outro estudo 

foi realizado para avaliar o comportamento eletroquímico do DCF e CO em condições 

hidrodinâmicas (BIA), as quais são similares às usadas na análise (Figura 43B). Neste 

estudo, dez pulsos de potenciais, 70 ms cada (+0,80; +0,90; +1,0; +1,1; +1,2; +1,3; 

+1,4; +1,5; +1,6 e +1,7) foram aplicados continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD 

(Figura 43A). A corrente de cada pulso de potencial (simultânea aquisição dos 10 

amperogramas) foi continuamente monitorada durante três injeções de 50 µmol L
-1

 de 

DCF e 50 µmol L
-1

 de CO. A corrente de pico detectada em cada pulso de potencial foi 

usada na construção do voltamograma hidrodinâmico para oxidação do DCF e CO 

(Figura 43B). 

 

Figura 43. (A) Amperogramas obtidos para injeções sucessivas de 50 µmol L
-1

 de DCF 

(a) e 50 µmol L
-1

 de CO (b). (B) Voltamogramas hidrodinâmicos obtidos para o DCF 

(■) e CO (●). Tempo de aplicação de cada pulso de potencial: 70 ms; Eletrólito suporte: 

H2SO4 0,1 mol L
-1

; Vazão: 6,0 ml min
-1

; Volume injetado: 100µL. 

 

Como pode ser observado, em condições hidrodinâmicas, a oxidação do DCF se 

inicia em torno de +0,9 V e atinge um valor máximo próximo de +1,0 V e a oxidação da 



 

102 

 

CO se inicia +1,2 V e vai aumentando sem alcançar um valor máximo de corrente no 

intervalo de pulsos de potencial estudados (+0,8 V a +1,8 V). 

 

3.3.2.2. Seleção dos pulsos de potenciais para determinação simultânea 

de DCF e CO 

 

Com base nos resultados apresentados nas Figuras 41 e 43, os seguintes pulsos de 

potenciais foram selecionados para determinação simultânea de DCF e CO: 

- +1,1 V/50 ms: oxidação de DCF sem a interferência da CO; 

- +1,4 V/50 ms: oxidação de ambos os analitos (DCF e CO) 

A Figura 44B apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de potenciais +1,1 V 

e +1,4 V para injeções no sistema BIA-MPA em triplicata de soluções contendo DCF, 

CO e DCF + CO. 

 

Figura 44. (A) Escada de potencial aplicado em função do tempo ao eletrodo de BDD 

posicionado no sistema BIA-MPA. (B) Amperogramas obtidos para injeções de 

soluções contendo: 40 µmol L
-1

 de CO; 40 µmol L
-1

 de DCF e DCF + CO (40 µmol L
-1

 

cada). Tempo de aplicação de cada pulso de potencial: 50 ms. Demais condições 

experimentais iguais a Figura 43. 
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Como podem-se observar pelos amperogramas da Figura 44B, apenas o DCF é 

oxidado em +1,1 V, sendo que corrente detectada é a mesma na presença ou ausência de 

CO, indicando que não há interação química entre DCF e CO e destes com os produtos 

de oxidação. Em +1,40 V, tanto o DCF como a CO são oxidados. Na injeção de uma 

solução contendo ambos os analitos (DCF + CO), o sinal de oxidação em +1,40 V 

corresponde à soma das correntes individuais do DCF e da CO neste pulso de potencial. 

Um fenômeno que deve ser observado é que a oxidação do DCF não gera a mesma 

magnitude de corrente em ambos os pulsos de potenciais (+1,10 e +1,40 V), o que 

impede o uso de uma subtração simples do sinal amperométrico (i+1,40 V – i+1,1V) para ter 

acesso à corrente de oxidação relacionado somente com a CO. No entanto, este 

problema pode ser contornado através do uso de um fator de correção (FC), que é 

obtido pelo cálculo da razão entre a corrente de oxidação do DCF obtida em +1,40 V 

pela corrente de DCF em +1,10 V mediante a injeção de solução contendo apenas DCF 

[34]. Assim, quando uma solução contendo os dois compostos é injetada, a corrente de 

oxidação da CO pode ser obtida pela subtração entre a corrente detectada em +1,40 V e 

a corrente detectada em +1,10 V multiplicada pelo FC. As equações 1 e 2 serão usadas 

nos cálculos para obtenção das correntes relacionadas com a oxidação de CO e do FC, 

respectivamente. 

 

 

 

Assim, com os dois amperogramas adquiridos simultaneamente (em 1,1 e 1,4 V) 

e as equações acima é possível detectar seletivamente as correntes de oxidação do DCF 

e da CO quando presentes na mesma solução. 

 

I CO = i +1,40 V – (FC x i+1,1 V)              (1) 

 FC = i DCF em 1,4 V / i DCF em 1,1 V            (2) 
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3.3.2.3. Influência da agitação mecânica no sistema BIA-MPA 
 

Os experimentos em sistemas BIA podem ser feitos com e sem constante agitação 

da solução presente na célula. Para investigar o efeito deste parâmetro, injeções em 

duplicata de soluções contendo DCF e CO (40 µmol L
-1

 cada) foram feitas no sistema 

BIA na presença e ausência de agitação. Os amperogramas para este estudo são 

apresentados na Figura 45. 

 

 

Figura 45. Comparação entre os resultados obtidos por BIA-MPA com e sem agitação 

da solução contida na célula. Solução injetada: 40 µmol L
-1

 de CO + 40 µmol L
-1

 de 

DCF. Demais parâmetros experimentais iguais a Figura 43. 

 

Com a solução sob agitação, o pico transiente decresce rapidamente, retornando a 

linha base e uma excelente frequência analítica pode ser obtida (~300 injeções h
-1

). Sem 

agitação mecânica, o pico transiente decresce lentamente a linha base e há uma 

diminuição da frequência analítica (~25 injeções h
-1

). Isto ocorre porque, sob agitação, 
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ambos os compostos são facilmente removidos da superfície do eletrodo. Além disso, o 

procedimento de limpeza ou ativação é mais eficaz se a solução estiver sob agitação. 

Desse modo, a agitação foi usada nos demais testes.  

 

3.3.2.4. Estudo do FC 
 

O acesso à corrente de oxidação da CO é dependente do FC, portanto, este deve 

apresentar um valor relativamente constante durante a análise. Neste sentido, um estudo 

detalhado foi realizado para verificar a influência de parâmetros como volume injetado, 

velocidade de injeção e concentração de DCF no valor do FC.  

Na Figura 46A e B são apresentadas as variações do FC em função da variação na 

velocidade ou volume de injeção de solução contendo DCF, respectivamente.  

 

Figura 46. Sinais médios (n=3) de corrente de oxidação e FC obtidos para injeções de 

solução contendo 40 mol L
-1

 de DCF em função da: (A) velocidade de injeção e (B) 

volume injetado. Condições: Volume injetado: 100 L em (A); Velocidade de injeção: 6 

mL min
-1

 em (B). Demais parâmetros experimentais iguais a Figura 43. 

 

Na Figura 46A é possível verificar que há um aumento nas correntes de oxidação 

do DCF nos pulsos de potenciais de +1,1 V e +1,4 V conforme aumenta a velocidade de 

injeção do analito. Isto ocorre devido ao aumento na taxa de transporte de massa por 
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unidade de tempo para a superfície do eletrodo de trabalho. O sinal amperométrico não 

chegou a um valor máximo e constante, provavelmente, devido à elevada área do 

eletrodo de trabalho (22,9 mm
2
). As correntes de oxidação do DCF em +1,1 V e em 

+1,4 V aumentaram proporcionalmente na faixa de velocidade estudada (1,7 a 15,7 mL 

min
-1

) e o FC se manteve praticamente constante (FC = 1,100 ± 0,004). Assim, a 

velocidade de injeção de 4,5 mL min
-1

 foi selecionada para as determinações de DCF e 

CO. Nesta velocidade, a análise é rápida e o DPR em estudo de repetibilidade é baixo. 

Na Figura 46B podemos perceber que a corrente de oxidação do DCF aumenta nos dois 

pulsos de potenciais aplicados (+1,1 V e +1,4 V) até um volume injetado de 20 µL. A 

partir deste volume até 300 µL, as correntes de oxidação de DCF nos dois pulsos de 

potenciais são praticamente constantes e o FC também apresenta um valor constante 

(1,100 ± 0,008). Assim o volume injetado de 150 µL foi adotado para as injeções no 

sistema BIA, uma vez que sensibilidade, reprodutibilidade e alta frequência analítica 

são alcançadas. 

O FC também foi estudado em função da variação na concentração do DCF. Este 

fator será usado para identificar a corrente de oxidação proveniente da CO no pulso de 

potencial de +1,4 V ( iCO = i 1,4V – (fator x i1,1V)). A Figura 47 apresenta os resultados 

obtidos. 
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Figura 47. Curvas de calibração para injeções de concentração crescente de DCF (5,5 a 

60 µmol L
-1

) nos potenciais + 1,1 V (Δ) e +1,4 V (□) e respectivo FC (●). Tempo de 

aplicação de cada pulso de potencial: 70 ms; Eletrólito suporte: H2SO4 0,1 mol L
-1

; 

Vazão: 4,5 ml min
-1

; Volume injetado: 150 µL. 

 

Como pode ser observado na Figura 47, o DCF apresenta um comportamento 

linear na faixa de concentração entre 5,5 e 60 µmol L
-1

, tanto no pulso de potencial de 

+1,1 V (Δ; R = 0,997), quanto no pulso de potencial de +1,4 V (□; R = 0,998). Já o 

FC (●), apresenta um valor médio de 1,12 ± 0,04 (DPR = 3,6%) indicando que na faixa 

de concentração estudada, o valor é relativamente constante. Na construção de uma 

curva de calibração, sempre é aconselhável que uma solução contendo apenas DCF seja 

injetada no sistema BIA (obtenção do FC). Pequenas variações na superfície do eletrodo 

BDD decorrentes de diferenças nos procedimentos de limpeza pode afetar o valor a ser 

usado com FC. 
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3.3.2.5. Estudo de repetibilidade do método 
 

A estabilidade do eletrodo de BDD acoplado ao sistema BIA-MPA foi avaliada 

em relação a sucessivas injeções (n=10) de duas soluções distintas: 20 µmol L
-1

 de DCF 

(para cálculo do FC) e DCF (60 µmol L
-1

) + CO (43 µmol L
-1

). Os amperogramas para 

este estudo são apresentados na Figura 48. 

 

Figura 48. Amperogramas obtidos para injeções sucessivas de solução contendo 20 

µmol L
-1

 de DCF (n=3) ou 60 µmol L
-1 

de DCF + 43 µmol L
-1 

de
 
CO (n=10). Para 

outras condições experimentais ver Figura 47. 

  

Como podemos observar, após 5 injeções no sistema há uma diminuição do sinal 

analítico de oxidação tanto no potencial +1,1 V (oxidação de DCF) quanto no potencial 

de +1,4 V (oxidação de DCF e CO) e um alto desvio padrão relativo foi calculado, tanto 

para o DCF (4,7%; n = 10), quanto para a CO (2,4%; n=10). Isto provavelmente se deve 

à contaminação e/ou passivação da superfície do eletrodo. Uma alternativa para este 

problema foi selecionar um terceiro pulso de potencial para a constante limpeza 
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eletroquímica da superfície do eletrodo de trabalho. A sequência dos pulsos de 

potenciais aplicados, portanto, ficou da seguinte maneira: 

(1) +1,1 V / 50 ms: oxidação e quantificação de DCF; 

(2) +1,4 V / 50 ms: para oxidação simultânea de DCF e CO; 

(3) 0,0 V / 200 ms: para constante limpeza da superfície do BDD. 

Selecionado o pulso de potencial para a limpeza eletroquímica da superfície do 

eletrodo de BDD, o teste de repetibilidade foi repetido com as mesmas condições 

usadas na Figura 48. Os amperogramas obtidos são apresentados na Figura 49. 

 

Figura 49. Amperogramas obtidos para injeções sucessivas de solução contendo 20 

µmol L
-1

 de DCF (n=3) ou 60 µmol L
-1 

de DCF + 43 µmol L
-1 

de
 
CO (n=10). O 

amperograma para o pulso de potencial 0,0 V/200ms não está apresentado. Para outras 

condições experimentais ver Figura 47. 

 

Como pode ser observado, a inclusão de um pulso de potencial de limpeza 

eletroquímica possibilitou a obtenção resultados satisfatórios, uma vez que a corrente de 
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oxidação em ambos os potenciais (+1,1 e +1,4 V) se mantiveram constantes e baixos 

desvios padrões relativos foram alcançados (1,1% para DCF e 0,9% para CO; n=10), 

demonstrando um bom desempenho do método. 

O sistema também foi avaliado em relação à repetibilidade quando soluções 

contendo diferentes concentrações foram injetadas. A Figura 50 apresenta os resultados 

obtidos quando três soluções contendo concentrações distintas foram injetadas no 

sistema BIA-MPA: 20 µmol L
-1 

de DCF, 10 + 7 ou 50 + 36 µmol L
-1 

DCF + CO, 

respectivamente.  

 

Figura 50. Amperogramas obtidos para 20 µmol L
-1

 de DCF e 10 + 7 (a) ou 50 + 36 (b) 

µmol L
-1 

DCF + CO, respectivamente. Para outras condições experimentais ver Figura 

47. 

 

O sistema apresentou novamente boa repetibilidade e ausência de efeito 

memória, pois nestas condições, o DPR (n = 10) foi calculado em 1,3 e 1,8% (Figura 

50a) ou em 3,0 e 1,4 (Figura 50b) para DCF e CO, respectivamente.  
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3.3.2.6. Aplicações do sistema BIA-MPA na análise de formulações 

farmacêuticas 

 

O desempenho do método proposto foi avaliado na quantificação de DCF e CO 

em formulações farmacêuticas comerciais. As curvas de calibração para ambos os 

compostos foram obtidas levando-se em consideração a faixa de concentração onde o 

fator de correção (FC) é constante e a proporção molar de concentração encontrada em 

amostras de formulações farmacêuticas (aproximadamente 1,4 vezes mais DCF do que 

CO). A Figura 51 apresenta os amperogramas obtidos em +1,1 V e +1,4 V para injeções 

em triplicata de soluções em ordem crescente (c-g) e decrescente (g-c) de concentração. 

Duas amostras de formulações farmacêuticas previamente diluídas no eletrólito suporte 

(1 e 2) e duas  soluções contendo somente DCF (a, b; cálculo do FC) também foram 

injetadas.  

 

Figura 51. Amperogramas obtidos para injeções de duas soluções contendo somente 

DCF (a = 20 µmol L
-1

; b = 40 µmol L
-1

), cinco soluções (c-g) contendo 

simultaneamente DCF (10 – 50 µmol L
-1

) + CO (7,1 – 35,7µmol L
-1

) e duas amostras 

adequadamente diluídas (1 e 2). Para outras condições experimentais ver Figura 47. 
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Figura 52. Curvas de calibração obtidas para DCF (A) e CO (B) a partir dos dados 

analíticos da Figura 51. 

 

Conforme apresentado na Figura 52, as curvas de calibração obtidas a partir das 

correntes de oxidação de DCF (Figura 52A) e CO (Figura 52B) apresentaram boa 

linearidade (RDCF = 0,991; RCO= 0,995). Foram obtidas as seguintes equações de reta. 

 

CO: i (µA) = 0.263 + 0.145c (µmol L
-1

)  

DCF: i (µA) = 0.550 + 0.159c (µmol L
-1

)  

 

O LD e LQ foram calculados, respectivamente, em 1,1 e 3,7 µmol L
-1

 para DCF e 

em 1,0 e 3,3 µmol L
-1

 para CO. Além disso, também pode ser observado que as 

soluções padrões injetadas em ordem crescente ou decrescente apresentaram respostas 

semelhantes, o que confirma que o fenômeno da contaminação do eletrodo ou efeito de 

memória está ausente, mesmo usando um eletrodo de trabalho sem modificação. 

O método BIA proposto foi usado para determinar CO e DCF em duas amostras 

de produtos farmacêuticos. Para comparação, as amostras farmacêuticas também foram 

analisadas por HPLC, no entanto, a CO e o DCF foram determinados em procedimentos 

cromatográficos diferentes, pois usando uma coluna C18, a determinação simultânea 
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por HPLC não é possível. A Tabela 8 mostra os resultados obtidos para a análise destas 

amostras com os respectivos desvios padrão (n = 3). 

 

Tabela 8. Comparação dos resultados (média ± DPR; n = 3) obtidos para a 

determinação de DCF e CO em amostras farmacêuticas usando a metodologia proposta 

versus HPLC. 

Amostras Compostos Valor rotulado 

(mg/tablete)  

Valor encontrado 

(mg/tablete) 

Teste-t 
a 

Teste-F 
b 

   BIA
 

HPLC   

A DCF 50 49,7 ± 2,0 49,8 ±1,0 0,08 4,0 

CO 50 51,9 ± 2,4 50,4 ± 2,0 0,83 1,4 

B DCF 50 45,9 ± 1,0 47,2 ± 1,0 2,02 1,0 

CO 50 49,6 ± 1,7 46,2 ± 2,0 2,15 1,2 

a 
ttabelado = 4,30; 

c
 Ftabelado = 19,0  

 

 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, não há diferenças 

significativas entre o método proposto (BIA-MPA) e o método de referência (HPLC), o 

que comprova a exatidão do método proposto. No nível de confiança de 95%, os valores 

do teste t calculados foram menores do que o valor crítico teórico (4,30, n = 3), o que 

indica que não houve diferenças significativas entre os resultados. De acordo com o 

teste estatístico F, não foi observada diferença significativa nos desvios padrões entre os 

resultados dos dois métodos a um nível de confiança de 95% (em todos os casos, F 

calculado <crítico F = 19,0).  

A precisão e a exatidão do método BIA-MPA proposto também foi avaliada por 

testes de adição e recuperação utilizando amostras contendo DCF e CO. A recuperação 

média foi de 98 ± 4% (n = 3) e de 112 ± 3% (n = 3) para o DCF e CO, respectivamente. 

Com base nestes resultados, o método proposto não possui efeitos significativos de 

matriz para a determinação simultânea de CO e DCF em formulações farmacêuticas. 
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3.3.2.7. Aplicação do método do padrão interno na determinação 

simultânea de DCF e CO 

 

A possibilidade de análise de DCF e CO utilizando uma seringa descartável no 

procedimento de injeção em sistemas BIA-MPA também foi proposta. As imprecisões 

na resposta amperométrica devido a flutuações na velocidade e volume de injeção 

podem ser anuladas usando método do padrão interno, tanto para o DCF (iDCF+PI/iPI), 

quanto para a CO (iDCF+CO+PI/iPI) 

As condições utilizadas anteriormente (eletrólito, eletrodo de trabalho, faixa linear 

de resposta, FC) foram mantidas nesta nova proposta. Porém, a seleção de novos pulsos 

de potenciais foi necessária. No estudo inicial, com auxilio de uma pipeta motorizada, 

foram injetados no sistema BIA quatro soluções contendo 30 µmol L
-1

 de Fe(CN)6
4-

 

(PI), 40 µmol L
-1

 de DCF, 40 µmol L
-1

 de CO e mistura de (Fe(CN)6
4-

 30 µmol L
-1

 + 

DCF 40 µmol L
-1

 + CO 40 µmol L
-1

). Os amperogramas para este estudo estão 

representados na Figura 53. 

Na Figura 53B podemos observar o seguinte: 

(i) +0,7 V/50 ms: apenas o Fe(CN)6
4-

 é oxidado e a magnitude deste sinal é o mesmo na 

presença ou ausência de DCF + CO, indicando que não há interação química entre estes 

compostos (Fe(CN)6
4-

, DCF e CO); 

(ii) + 1,1 V/50 ms: somente o DCF e Fe(CN)6
4-

 são oxidados;  

(iii) +1,4 V/50 m s: os três compostos em estudo apresentam eletroatividade (oxidação).  
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Figura 53. (A) Escada de potencial aplicado ao eletrodo de BDD em função do tempo. 

(B) Amperogramas obtidos para injeções (n = 3) de soluções contendo 30 µmol L
-1

 de 

Fe(CN)6
4-

 (PI), 40 µmol L
-1

 de DCF, 40 µmol L
-1

 de CO e mistura (Fe(CN)6
4-

 + DCF + 

CO, 30 µmol L
-
1, 40 µmol L

-1
 e 40 µmol L

-1
, respectivamente). Para outras condições 

experimentais ver Figura 47. 

 

Neste estudo propõe-se que o DCF pode ser quantificado com precisão no pulso 

de potencial +1,1V através da normalização dos resultados (iDCF+PI em +1,1V / iPI em +0,7V). 

Os acessos às correntes provenientes da oxidação da CO podem ser obtidas através do 

rearranjo das equações 1 e 2 descritas anteriormente neste trabalho (seção 3.3.2.2). 

 

iCO = i+1,40 V / i PI +0,7 V – (FC x (i 1,1 V / i PI +0,7 V))                   (1’) 

FC = (i DCF + PI em 1,4 V /i DCF + PI em 1,1 V)                                   (2’) 

 

Neste estudo, o FC foi calculado usando a equação 2’ mediante injeção no sistema 

BIA-MPA da seguinte solução: Fe(CN)6
4-

 (PI) + DCF (30 + 30 µmol L
-1

). A curva de 

calibração foi obtida com a injeção no sistema BIA-MPA de soluções contendo 

concentrações crescentes de DCF + CO (10 a 50 e 7,14 a 35,7 µmol L
-1

, 
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respectivamente) e constantes de (PI) (30 µmol L
-1 

de Fe(CN)6
4-

). A Figura 54 apresenta 

os amperogramas obtidos neste estudo e as respectivas curvas de calibração. 

 

 

Figura 54. (A) Amperogramas obtidos através da injeção de solução contendo (a) 

Fe(CN)6
4-

 (PI) + DCF (30 + 30 µmol L
-1

) e soluções contendo concentrações crescentes 

de DCF + CO e constantes de PI (30 µmol L
-1 

de [Fe(CN)6]
4-

): (b) 10+ 7,14, (c) 20 + 

14,3, (d) 30 + 21,4, (e) 40 +28,6 e (f) 50 +35,7 µmol L
-1

 de DCF + CO, 

respectivamente. (B) Curvas de calibração para o DCF e CO com (■) e sem (●) 

normalização (razão iAM + PI/ iPI). Para outras condições experimentais ver Figura 47.  

 

Como pode ser visualizado na Figura 54, a curva de calibração para o DCF e CO, 

sem normalização dos resultados usando o PI, apresentam baixos coeficientes de 

correlação (R = 0,913 e 0,987, respectivamente), além de altos desvios padrões relativos 

médios (média dos desvios referente aos cinco pontos de concentração da curva 

analítica) entre as replicatas (37,5% e 12,5 % para DCF e CO, respectivamente; n = 5). 

Isto ocorreu por não haver reprodutibilidade no procedimento de injeção usando a 
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seringa descartável. Com a normalização dos resultados (iDCF + PI/iPI  ou iCO+DC+PI/iPI), 

uma melhora significativa nos coeficientes de correlação é alcançada (R = 0,999 e 0,996 

para DCF e CO, respectivamente), além de desvios padrões relativos médios menores 

entre as replicatas de cada solução padrão injetada (4,1% e 6,3% para DCF e CO, 

respectivamente; n = 5). Estes resultados indicam novamente que o método do padrão 

interno pode ser utilizado para manter a precisão dos resultados em sistemas BIA-MPA 

quando seringas descartáveis são usadas no procedimento de injeção.  

 

3.3.2.8. Conclusões parciais – determinação simultânea de DCF e 

CO 

 

Uma estratégia simples para determinação simultâneas de CO e DCF foi demonstrada 

pela primeira vez com o uso da análise por injeção em batelada e detecção amperométrica de 

múltiplos pulsos (BIA-MPA). A única etapa de preparo da amostra consiste na dissolução e 

posterior diluição na solução de eletrólito suporte. O método é rápido, (300 injeções h
-1

), preciso 

(RSD 1,1% e 0,9% para DCF e CO, respectivamente, n = 10) e apresenta baixos limites de 

detecção (1,1 e 1,0 µmol L
-1

 para DCF e CO, respectivamente). O desempenho analítico 

do sistema BIA foi avaliado pela determinação de DCF e CO em amostras 

farmacêuticas, com obtenção dos resultados similares aos obtidos por HPLC. Cabe 

salientar que por HPLC não é possível a análise em um único cromatograma de DCF e 

CO. Também foi demonstrado que o DCF e a CO podem ser determinados por BIA-

MPA utilizando no processo de injeção uma seringa descartável cujas flutuações no 

volume e velocidade de injeção são anuladas empregando o método do padrão interno. 
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A presente tese demonstrou a potencialidade da detecção por amperometria de 

múltiplos pulsos acoplada às técnicas FIA e BIA no desenvolvimento de novos métodos 

de análise. Pela primeira vez foi demonstrada a possibilidade de uso do método do 

padrão interno em sistemas FIA e BIA com detecção amperométrica. Além disto, novos 

métodos para determinação de DCF e determinação simultânea de DCF e CO foram 

propostos. 

O método proposto baseado no uso do padrão interno em FIA com detecção MPA 

demonstrou que tanto o analito quanto o PI são afetados de forma similar por oscilações 

em parâmetros físicos do sistema e pela falta de estabilidade na corrente detectada 

devido à gradativa contaminação da superfície do eletrodo. Uma melhora considerável 

na precisão dos resultados pode ser obtida mediante normalização dos resultados através 

do uso do PI. Imprecisões geradas por oscilações em diversos parâmetros, como 

velocidade de injeção, volume injetado e força iônica, assim como na inserção acidental 

de bolhas de ar no sistema ou presença de passivação ou contaminação gradual da 

superfície do eletrodo de trabalho podem ser anuladas.  

A potencialidade do método do padrão interno também foi demonstrada em 

sistemas BIA-MPA para melhorar a precisão no procedimento de injeção na ausência de 

pipetas motorizadas. A eficiência do método do PI foi demonstrada utilizando uma 

seringa descartável (extensível a pipetas manuais) no procedimento de injeção sem a 

perda considerável em termos de precisão devido aos erros aleatórios existentes 

(incontroláveis manualmente) na velocidade de injeção e no volume injetado. A 

abordagem aqui proposta torna o sistema BIA com detecção amperométrica mais 

robusto e aumenta consideravelmente seu potencial para aplicações em campo (“on-site 

analysis”) ou laboratórios com infraestrutura limitada. 
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Os métodos propostos para determinação de DCF por FIA e simultânea de DCF e 

CO por BIA (ambos com detecção amperométrica) são simples, rápidos, apresentam 

baixo custo e necessitam de etapas simples de preparação da amostra (somente 

dissolução e diluição). Os métodos apresentaram boa sensibilidade, seletividade e 

estabilidade para quantificação destes compostos em formulações farmacêuticas usando 

um eletrodo de trabalho (BDD) sem qualquer modificação química ou eletroquímica, o 

que torna o método mais atraente para aplicações em análises de rotina. Os métodos 

propostos não apresentam seletividade adequada para determinação destes compostos 

em amostras como sangue, urina ou águas naturais (rios e lagos). 

Os novos procedimentos propostos neste trabalho (uso do método do PI em 

sistemas BIA e FIA e determinações simultâneas em BIA com detecção amperométrica) 

aumentam consideravelmente o campo de aplicação destes sistemas. Diversos métodos 

envolvendo determinações simultâneas de outros compostos estão em andamento no 

Núcleo de Pesquisa em Eletroanalítica (NUPE) do IQUFU. A possibilidade de obtenção 

de resultados precisos na determinação de compostos eletroativos com eletrodos sólidos 

na presença de fenômenos de contaminação e/ou passivação gradual da superfície 

também pode ser considerado um avanço proposto neste trabalho.  
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