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RESUMO 

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de novos procedimentos 

analíticos usando Análise por Injeção em Batelada (BIA) com detecção amperométrica e 

diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho. Este procedimento foi 

empregado para a determinação simultânea de princípios ativos presentes em quatro 

formulações farmacêuticas comerciais: (1) nimesulida (NIM) e paracetamol (PAR); (2) 

prometazina (PRO) e codeína (COD); (3) amilorida (AMD) e furosemida (FMD); (4) 

sulfametoxazol (SMX), trimetoprima (TMP) e fenazopiridina (FZP). Todos os 

procedimentos de análise desenvolvidos mostraram-se estáveis (DPR < 2,5%), lineares 

(R > 0,996), rápidos (até 74 injeções h-1) e com baixos limites de detecção (mg L-1): NIM 

(0,299); PAR (0,293); PRO (0,065); COD (0,135); AMD (0,130); FMD (0,940); FZP 

(0,050); SMX (0,200) e TMP (0,150). 

 

Palavras-Chave: Amperometria de múltiplos pulsos (MPA), nimesulida, paracetamol, 

prometazina, codeína, amilorida, furosemida, fenazopiridina, sulfametoxazol, 

trimetoprima.  
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ABSTRACT 

The present work describes the development of new analytical procedures using 

Batch Injection Analysis (BIA) with amperometric detection and boron-doped diamond 

(BDD) as working electrode. This procedure was used for simultaneous determination of 

active ingredients present in four commercial pharmaceutical formulations: 

(1) nimesulide (NIM) and paracetamol (PAR); (2) promethazine (PRO) and codeine 

(COD); (3) amiloride (AMD) and furosemide (FMD); (4) sulfamethoxazole (SMX), 

trimethoprim (TMP) and phenazopyridine (FZP). All developed analysis procedures 

remained stable (RSD < 2.5%), linear (R > 0,996), fast (until 74 injections h-1) and with 

low detection limits (mg L-1): NIM (0.299); PAR (0.293); PRO (0.065); COD (0.135); 

AMD (0.130); FMD (0.940); FZP (0.050); SMX (0.200) and TMP (0.150). 

 

Keywords: Multiple pulse amperometry (MPA), nimesulide, paracetamol, promethazine, 

codeine, amiloride, furosemide, phenazopyridine, sulfamethoxazole, trimethoprim.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Considerações gerais 

O controle de qualidade dos medicamentos é de grande importância para garantir a 

sua eficácia e diminuir a ocorrência de efeitos indesejados provocados pela presença de 

princípios ativos em maior ou menor quantidade, impurezas e/ou produtos de degradação. 

Para este fim, técnicas analíticas têm sido recomendadas nas Farmacopéias, envolvendo 

métodos clássicos e instrumentais, principalmente para a quantificação de princípios 

ativos em formulações farmacêuticas. 

A técnica de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) é bastante utilizada 

no controle de qualidade de medicamentos [1]. No entanto, a utilização dessa técnica 

requer um investimento inicial elevado (aquisição do equipamento) e uso de reagentes 

(solventes) de custo elevado (alta pureza). Além disso, um número restrito de laboratórios 

possui este tipo de equipamento, o que se deve, principalmente, ao seu alto custo de 

aquisição, operação e manutenção. 

Nesse contexto, estudos para o desenvolvimento de métodos que possibilitem análises 

a um custo menor, com maior frequência analítica e com a manutenção da qualidade dos 

resultados são de grande importância. O sucesso desses estudos pode permitir que 

empresas com menor poder aquisitivo (farmácias de manipulação, por exemplo) possam 

implantar estas metodologias de controle de qualidade, pois os custos de aquisição, de 

operação e de manutenção são consideravelmente inferiores. Metodologias de controle 

de qualidade usando Análise por Injeção em Batelada (BIA) com detecção amperométrica 

apresentam características apropriadas para o desenvolvimento de métodos de análise 

com as seguintes características: portabilidade (implementável em laboratórios com 
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pouca infraestrututra), baixo custo, elevada seletividade e sensibilidade nas 

determinações, elevada frequência analítica, consumo mínimo de reagentes e amostras e, 

portanto, geração de resíduos em menor volume. Assim, o emprego de sistemas BIA pode 

se tornar uma promissora ferramenta para contornar os problemas citados acima. 

 

1.2. Princípios ativos estudados 

1.2.1. Nimesulida (NIM) e paracetamol (PAR) 

A nimesulida (NIM) ou N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida, cujo modelo 

molecular pode ser observado na Figura 1, é um anti-inflamatório não esteroide (AINE), 

pertencente à classe das sulfonamidas, com excelentes propriedades analgésicas, anti-

inflamatórias e antipiréticas [2]. No entanto, o uso de excesso de NIM pode causar efeitos 

colaterais graves, incluindo problemas hepáticos, renais e gastrointestinais [3]. 

 

Figura 1. Fórmula molecular da NIM. 

O paracetamol (PAR) ou N-acetil-p-aminofenol (Fig. 2) é uma droga popular com 

propriedades analgésicas e antipiréticas [4] utilizada principalmente no alívio de dores de 

cabeça ou outras pequenas dores, e de sintomas relacionados a gripes e resfriados. 
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Geralmente o PAR não apresenta efeitos colaterais nocivos, uma vez que pode ser 

rapidamente e completamente metabolizado [5]. No entanto, sua sobredosagem (máximo 

4,0 g diárias) pode causar hepatotoxicidade fatal, nefrotoxicidade, doenças hepáticas, 

erupções cutâneas e inflamação do pâncreas [6-9]. 

 

Figura 2. Fórmula molecular do PAR. 

De acordo com alguns estudos, se NIM é combinada com PAR em formulações 

farmacêuticas, uma menor dosagem de NIM é necessária (efeito sinérgico) e os efeitos 

colaterais podem ser prevenidos [10]. Portanto, algumas empresas introduzem NIM e 

PAR combinados em comprimidos numa proporção de 1:3 ou 1:5 (m/m), e afirmam que 

esta combinação acelera e prolonga os efeitos analgésicos, antipiréticos e anti-

inflamatórios quando comparado com qualquer um dos fármacos individualmente [11]. 

1.2.1.1. Metodologias disponíveis na literatura para determinação simultânea 

de NIM e PAR 

Alguns métodos analíticos têm sido relatados para a determinação simultânea de NIM 

e PAR, incluindo cromatografia em camada delgada [12], espectrofotometria UV-VIS [2, 

13] e cromatografia em fase líquida [14-18]. 
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O uso da cromatografia em camada delgada para determinação simultânea de PAR, 

NIM e clorzoxazona foi descrito por Sane e Gadgil em 2002 [12]. A fase estacionária 

utilizada nesse estudo foi constituída de sílica gel, a fase móvel por clorofórmio: metanol: 

tolueno (6: 1: 1,5; v/v) e as placas de separação foram avaliadas por densitometria. Neste 

estudo, diclofenaco foi usado com padrão interno. O método proposto apresentou valores 

de desvios padrão relativo (DPRs) menores que 0,75% (n = 5) e um tempo de 

aproximadamente 45 minutos foi requerido por análise. Os valores de limites de detecção 

(LDs) não foram informados pelo autor.  

Chandratrey e Sharma, em 2009, propuseram o uso da espectrofotometria UV na 

determinação simultânea de NIM, PAR e tizanidina (TZN) em comprimidos [13]. Os 

estudos foram realizados utilizando dois métodos: método 1 baseado na espectrofometria 

derivada e método 2 baseado na espectroscopia com multi-comprimentos de onda. A 

repetibilidade dos métodos apresentou DPRs menores que 0,4% (n = 5) e os LDs foram 

calculados em 0,13, 0,6 e 0,1 mg L-1 (método 1) e em 0,06, 0,42 e 0,1 mg L-1 (método 2) 

para PAR, NIM e TZN, respectivamente. 

A técnica de espectrofotometria UV também foi empregada por Kirtawade et al., em 

2010, para determinação simultânea de NIM e PAR em amostras farmacêuticas 

(comprimidos) [2]. O tratamento das amostras consistia em simples dissolução em 

metanol e diluição em água. O método mostrou alta exatidão e precisão, com DPRs 

menores que 0,63% (n = 6). Os LDs foram calculados em 0,33 e 0,08 mg L-1 para PAR e 

NIM, respectivamente. 

HPLC também tem sido empregada na determinação de NIM e PAR usando coluna 

C18 e detectores UV-VIS [14-18] ou espectrometria de massas com ionização por 

electrospray (ESI-MS) [14]. Nagoji et al., em 2002, propôs um método empregando 

HPLC com detecção UV-VIS [17] para determinação de NIM e PAR em comprimidos. 
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Nesse estudo foi utilizado ibuprofeno como padrão interno. A fase móvel consistiu em 

uma mistura de acetonitrila e água (60:40; v/v) e o comprimento de onda do detector foi 

fixado em 230 nm. A frequência analítica foi de 4 injeções h-1 (tempo de corrida de 15 

min). Valores de DPRs e LDs não foram informados no trabalho. 

Panusa et al., em 2007, demonstrou a possibilidade de determinar sete fármacos, entre 

eles NIM e PAR, em preparações homeopáticas falsificadas, empregando HPLC com 

detecção UV-VIS e ESI-MS [14]. A fase móvel consistiu em uma mistura de acetonitrila 

(A) e água (B) com 0,1% de ácido acético (pH = 3,16). A razão da fase móvel foi de 15:85 

(A:B; v/v) durante 3 minutos, em seguida foi levada para 30:70 (A:B; v/v) durante 7 

minutos e, finalmente para 90:10 (A:B; v/v) durante 20 minutos. Na detecção por UV-

VIS, o comprimento de onda foi mantido em 245 nm e por ESI-MS foi utilizado o modo 

de ionização negativo, com exceção do PAR que foi detectado no modo de ionização 

positivo. Ácido benzóico foi utilizado como padrão interno e a repetibilidade apresentou 

DPRs menores que 1,6 e 8,0% (n = 6) utilizando detectores UV-VIS e ESI-MS, 

respectivamente. Os LDs foram calculados em 0,2 e 0,02 mg L-1 (UV-VIS) e 0,008 e 

0,02 mg L-1 (ESI-MS) para NIM e PAR, respectivamente. A frequência analítica foi 

estimada em 2,0 injeções h-1. 

Battu, em 2009, também utilizou o método HPLC com detector UV-VIS para 

determinação simultânea de NIM e PAR em comprimidos [15]. As amostras foram 

analisadas utilizando como fase móvel acetonitrila:metanol:água (40:40:20; pH ajustado 

para 4,5 com ácido fosfórico) e o comprimento de onda do detector foi mantido em 

276 nm. Os DPRs foram 0,80 e 0,60% para NIM e PAR, respectivamente, e a frequência 

analítica foi de aproximadamente 10 injeções h-1. Os LDs foram 0,05 e 0,025 mg L-1 para 

NIM e PAR, respectivamente. 
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Metanol e solução tampão acetato de amônio (80:20 v/v; pH ajustado para 7,0 com 

trietilamina) foi a fase móvel proposta por Gharge e Dhabale, em 2010, para a 

determinação de NIM e PAR utilizando HPLC com detector UV-VIS [18]. O 

comprimento de onda do detector foi mantido em 276 nm e a repetibilidade do método 

apresentou DPRs menores que 0,65% (n = 6). Os LDs foram calculados em 7,0 × 10-4 e 

1,1 × 10-2% para PAR e NIM, respectivamente. A frequência analítica foi estimada em 

10 injeções h-1. 

Estudos realizados por More et al., em 2012, mostraram a aplicação de HPLC com 

detecção UV-VIS para a determinação simultânea de NIM, PAR e clorzoxazona (CHZ) 

em amostras farmacêuticas [16]. A fase móvel foi constituída por água: acetonitrila (55: 

45 v/v) e a detecção foi realizada a 275 nm. A repetibilidade do método proposto 

apresentou DPRs menores que 1,30% (n = 6) e a frequência analítica foi de 

aproximadamente 5 injeções h-1. Os LDs encontrados foram de 1,08, 1,43 e 0,30 mg L-1 

para PAR, CHZ e NIM, respectivamente. 

 

1.2.2. Prometazina (PRO) e codeína (COD) 

A prometazina (PRO) ou N, N-dimetil-1-fenotiazin-10-il-propan-2-amina (Fig. 3) é 

um anti-histamínico com propriedades sedativas, anti-psicóticas, analgésicas e 

anticolinérgicas. No entanto, a PRO também pode causar efeitos adversos, tais como 

alterações endócrina, cardíaca e reprodutivas [19]. 
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Figura 3. Fórmula molecular da PRO 

A codeína (COD) ou 7,8-didehidro-4,5α-epoxi-3-metoxi-17-metilmorfinan-6-ol (Fig. 

4) é utilizada como um analgésico eficaz e também como um agente contra a tosse [20-

22]. A sobredosagem com COD pode causar sérios efeitos adversos como diarreia, 

náuseas, vômitos, constipação, boca seca, coceira, confusão, sedação e depressão 

respiratória. Além disso, a COD pode ser utilizada como uma droga de abuso, mas muito 

menos frequente do que os outros opioides [23]. 

 

Figura 4. Fórmula molecular da COD 

PRO e COD são encontrados comercialmente combinados na proporção de 

1:1,6 (m/m) em formulações farmacêuticas (xaropes). A atividade sinérgica entre os dois 
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compostos é comumente usada no tratamento de resfriados ou de sintomas alérgicos, 

como corrimento nasal, espirros e tosse. 

1.2.2.1. Metodologias disponíveis na literatura para determinação simultânea 

de PRO e COD 

Existem alguns métodos analíticos na literatura que enfocam a determinação 

simultânea de PRO e COD, tais como eletroforese capilar de zona com detecção 

amperométrica [24], cromatografia eletrocinética micelar [25], cromatografia em camada 

delgada [26] e espectrometria UV [26]. 

Em 1975, Curea e Martinivici publicaram um trabalho [26] demonstrando o uso da 

cromatografia em camada delgada e da espectrofotometria UV-VIS para a determinação 

de PRO na presença de cafeína ou COD em medicamentos. Os autores usaram placas de 

vidro (15/20 cm) com sílica gel G (0,25 mm), um sistema de solventes de migração 

(hexano:dietilamina:etanol; 2,5:0,5:1,0 v/v) e reveladores químicos no estudo por 

cromatografia em camada delgada. Na aplicação do método espectrofotometria UV-VIS, 

10 misturas binárias contendo PRO e COD (ou cafeína) foram previamente separadas dos 

excipientes por filtração e utilizando uma coluna de troca iônica (R-Cl). A absorbância 

foi medida com o espectrômetro em 275 e 252 nm. O método mostrou-se estável com 

DPRs menores que 2,25%. 

O uso da eletroforese capilar de zona com detecção amperométrica foi proposto por 

Zhou et al., em 2003, para a separação e determinação de efedrina (EFD), PRO e COD 

em xaropes [24]. A detecção foi realizada utilizando disco de carbono como eletrodo de 

trabalho (+1,0 V) empregando uma configuração do tipo wall-jet. Os três analitos foram 

separados em 16 min (3,7 injeções h-1) e os LDs foram 1,2 × 10-8, 5,0 × 10-9 e           
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4,0 × 10-9 molL-1 para EFD, PRO e COD, respectivamente. Estudos de repetibilidade do 

método proposto mostraram DPRs menores que 2,9% (n = 5).  

Lijun et al., em 2010, propôs o uso da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) 

para determinação de PRO e COD em xaropes [25]. Os dois analitos foram separados em 

8 minutos (7,5 injeções h-1) com DPRs menores que 4,6%. Os LDs foram 0,16 e 

0,12 μg L-1 para PRO e COD, respectivamente. 

 

1.2.3. Amilorida (AMD) e furosemida (FMD) 

A amilorida (AMD), ou N-amino-3,5-diamino-6-cloropirazino-2-carboxamida (Fig. 

5A), e a furosemida (FMD), ou 4-cloro-2- (amino-furan-2-ilmetil) -5-sulfamoilbenzoico 

(Fig. 5B), são diuréticos utilizados em indicações terapêuticas, tais como hipertensão 

arterial, insuficiência cardíaca e cirrose hepática [27]. Estas espécies estão incluídas, pelo 

Comitê Olímpico Internacional, na lista de drogas proibidas [28] uma vez que podem ser 

usadas para mascarar o uso de outras substâncias dopantes. 

 

Figura 5. Fórmula molecular da AMD (A) e da FMD (B) 
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A AMD atua sobre o tubo distal e promove o bloqueio da absorção de íons sódio e a 

excreção de íons potássio, interferindo no processo de troca catiônica [29]. A FMD tem 

um potencial diurético muito mais forte do que os diuréticos comuns [29]. Ela atua 

inibindo o co-transporte de sódio, potássio e cloreto, além de provocar uma perda 

excessiva de íons cálcio, magnésio, bicarbonato e, principalmente, potássio, causando, 

assim, a hipocalemia [27]. Baixos níveis de potássio no plasma pode causar atividade 

ectópica ventricular, fibrilação ventricular e morte súbita [30]. 

AMD e FMD podem ser encontradas em formulações farmacêuticas combinadas na 

proporção de 1:4 (m/m). Essa combinação proporciona um equilíbrio diurético, reduzindo 

a perda de potássio e evitando possíveis distúrbios gastrointestinais associados com 

suplementação de potássio [31]. Além disso, o tratamento em longo prazo torna-se mais 

eficaz, uma vez que a FMD tem uma absorção rápida [32-36] e a AMD promove uma 

maior duração dos efeitos terapêuticos [33, 37-39]. 

1.2.3.1. Metodologias disponíveis na literatura para determinação simultânea 

de AMD e FMD 

Na literatura estão disponíveis um grande número de métodos analíticos que centram 

na determinação simultânea de AMD e FMD, incluindo espectrofotometria de primeira 

derivada [29] e de mínimos quadrados parciais (PLS-1) [40], HPLC com detecção por 

fluorescência [30, 31] ou UV-VIS [31, 41-43], eletroforese e isotacoforese capilar [44, 

45], espectrofluorimetria [27, 28] e cromatografia em fase gasosa/espectrometria de 

massa por impacto de elétrons [46].  

O uso da espectrofotometria primeira derivada foi proposto por Toral et al., em 2002, 

para a determinação simultânea de AMD e FMD em formulações farmacêuticas [29]. 

Nesse estudo houve a necessidade de etapa de pré-tratamento das amostras (extração em 
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0,01 mol L-1 de HCl preparado em etanol). Os comprimentos de onda selecionados para 

determinação de FMD e AMD foram 241,4 e 343,6 nm, respectivamente. Os DPRs 

(repetibilidade) foram menores que 1,3% (n = 8) e os LDs foram 2,1 × 10-8 e            

2,0 × 10-8 mol L-1 para AMD e FMD, respectivamente. 

Um método numérico, baseado na utilização de dados espectrofotométricos acoplados 

a calibração multivariada PLS-1, foi relatado por Ferraro et al., em 2001, para a 

determinação simultânea AMD e FMD em amostras sintéticas e comprimidos comerciais 

[40]. Os espectros de absorção eletrônica de 16 amostras de calibração de FMD e AMD 

foram registrados em duplicata na faixa de 250-350 nm e submetidos à modelagem PLS-

1. A média dos dados foi utilizada e os modelos foram validados empregando o 

procedimento “leave-one-out”. O método proposto mostrou-se preciso com valores de 

DPRs menores que 1,4% (n = 12) e os LDs foram 0,062 e 0,022 mg L-1 para FMD e 

AMD, respectivamente. 

O emprego de HPLC também foi demonstrado na determinação de AMD e FMD 

utilizando detectores de fluorescência ou UV-VIS. Reeuwijk et al., em 1992, utilizou a 

técnica HPLC com detecção por fluorescência para determinação simultânea de AMD e 

FMD em amostras de plasma [30]. O sistema foi baseado na cromatografia de par iônico 

de fase reversa empregando dodecil sulfato de sódio (SDS) como agente de pareamento 

de íons. A fase móvel foi constituída por acetonitrila: SDS: ácido perclórico (pH = 2,0; 

235:35:665; m/m) e os comprimentos de onda do detector foram 360 nm (excitação) e 

413 nm (emissão). Os LDs foram 100 e 7,5 ng L-1 para FMD e AMD, respectivamente. 

Os valores dos DPRs (n = 3) calculados foram menores que 4,1%. 

Jankowski et al., em 1997, propôs o uso de HPLC para a determinação de AMD e 

FMD em sangue [31]. As drogas foram extraídas do plasma humano com acetato de etila 

(FMD foi extraída a pH = 1 e AMD a pH = 12). FMD foi detectada usando um detector 
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UV-VIS, ao passo que AMD, devido à sua faixa terapêutica muito baixa, foi detectada 

com um detector de fluorescência. O estudo de repetibilidade apresentou valores de DPRs 

menores que 11% e os LDs foram de 2,5 × 10-4 e 0,01 mg L-1 para AMD e FMD, 

respectivamente. A frequência analítica foi estimada em 5 injeções h-1. 

Outro estudo baseado no uso de HPLC para determinação de AMD e FMD em plasma 

humano foi proposto por Amin et al., em 2010 [41]. A fase móvel foi constituída por 

metanol:ácido acétido glacial 0,1% (43:57, v/v) e a detecção foi realizada usando um 

detector UV-VIS a 226 nm. O tempo de corrida foi de aproximadamente 11 minutos (5,5 

injeções h-1), os valores dos DPRs foram menores que 15% (n = 5) e os LDs foram 0,05 

e 0,1 mg L-1 para AMD e FMD, respectivamente. 

Kachare e Mohite desenvolveram, em 2013, um método baseado em HPLC com 

detecção UV-VIS para determinação simultânea de AMD e FMD em formulações 

farmacêuticas [42]. A determinação foi realizada usando uma fase móvel composta por 

0,05 mol L-1 de dihidrogeno fosfato de potássio:acetonitrila (60:40 v/v, pH 3,5) e o 

comprimento de onda do detector foi mantido em 283 nm. A frequência analítica foi 

estimada em 5 injeções h-1, os valores de DPRs foram menores que 2,0% e os LDs foram 

1,2 × 10-3 e 5,3 × 10-3 mg L-1 para AMD e FMD, respectivamente. 

Recentemente, um novo método para estimar AMD e FMD em formulações 

farmacêuticas por cromatografia de injeção sequencial (SIC) foi descrito por Idris e 

Elgorashe [43]. O método foi baseado em cromatografia líquida de fase reversa (RP-LC) 

com uma fase móvel constituída por 25 mmol L-1 de solução tampão fosfato (pH = 

4,0):acetonitrila (65:35, v/v) e o comprimento de onda do detector UV foi mantido em 

283 nm. O volume consumido de fase móvel por análise foi de 3,25 mL e a frequência 

analítica foi de 24 amostras h-1. Os valores de DPRs foram menores que 2,2% e os LDs 

foram 0,28 e 0,23 mg L-1 para FMD e AMD, respectivamente. 
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O uso da isotacoforese capilar para determinação de algumas drogas cardiovasculares, 

dentre elas AMD e FMD, em soro e urina foi proposto por Sádecká e Polonský, em 1996 

[44]. A AMD foi separada como cátion e a FMD como ânion. A frequência analítica foi 

de aproximadamente 2,4 injeções h-1 e a repetibilidade do método apresentou DPRs 

menores que 2,9 %. Os LDs foram calculados em 43 e 46 ng mL-1, para AMD e FMD, 

respectivamente.  

Xu et al., em 2013, estudou o uso da eletroforese capilar para determinação de AMD 

e FMD em comprimidos [45]. Foi utilizado um detector UV e o comprimento de onda do 

detector foi mantido em 223 nm. As análises foram realizadas em menos de 5 minutos 

(12 injeções h-1), com LDs de 0,31 e 0,66 mg L-1 para AMD e FMD, respectivamente. O 

método apresentou valores de DPRs menores que 2,2%. 

Peralta et al., em artigos publicados em 2010 [28] e 2011 [27] propuseram a 

determinação fluorimétrica de AMD e FMD em amostras farmacêuticas e urina. A análise 

foi possível mediante separação prévia por extração em fase sólida utilizando uma 

membrana de nylon. A determinação fluorimétrica, em ambos os estudos, foi realizada 

empregando os seguintes comprimentos de onda: λex = 237 nm e λem = 415 nm, para FMD 

e λex = 365 nm e λem = 406 nm, para AMD. Para as amostras farmacêuticas, a 

repetibilidade apresentou DPRs menores que 1,5 % (n = 6) e os LDs foram 9,6 × 10-5 e 

4,0 × 10-4 mg L-1 para AMD e FMD, respectivamente. Para as amostras de urina, os DPRs 

foram menores que 5,2 % (n = 6) e os LDs foram 1,1 × 10-4 e 3,5 × 10-4 mg L-1 para AMD 

e FMD, respectivamente. 

Um método baseado em cromatografia gasosa acoplado a um espectrômetro de 

massas foi descrito por Morra et al., em 2006, para determinação de diuréticos e agentes 

mascarantes em amostras de urina [46]. Nesse estudo, 16 diuréticos, entre eles AMD e 

FMD, foram analisados empregando as seguintes etapas: (1) extração líquido/líquido dos 
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analitos a partir da matriz; (2) reação com iodeto de metila a 70 °C durante 2 horas – 

formação de derivados metila; (3) análise da mistura resultante por cromatografia 

gasosa/espectrometria de massas (GC/EI-MS). O tempo de análise foi de 

aproximadamente 4 minutos (15 injeções h-1), com LDs de 2,8 e 1,1 × 10-3 mg L-1 para 

AMD e FMD, respectivamente. Os DPRs foram menores que 9,6 %.  

 

1.2.4. Sulfametoxazol (SMX), trimetoprima (TMP) e fenazopiridina (FZP) 

O sulfametoxazol (SMX), ou 4-amino-N-(5-metilisoxazol-3-il)-benzenosulfonamida 

(Fig. 6), é um antibiótico sintético derivado do ácido sulfanílico que atua como um 

bacteriostático e tem sido utilizado no tratamento de infecções bacterianas, incluindo 

infecções no trato urinário, pneumonia, bronquite crônica, meningite meningocócita e 

toxoplasmose [47-49]. 

 

Figura 6. Fórmula molecular do SMX 

A trimetoprima (TMP) ou 5-[(3,4,5-trimetoxifenil)metil]-2,4-pirimidinodiamaina 

(Fig. 7) é uma droga antibacteriana, derivada das diaminopiridinas e pertencente à classe 

de agentes quimioterapêutico conhecidos como inibidores de dihidrofolato redutase. É 

comumente utilizada no tratamento profilático de infecções urinárias, intestinais e 

respiratórias [50, 51]. 
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Figura 7. Fórmula molecular da TMP 

A fenazopiridina (FZP) ou 2,6-piridinodiamina-3-fenilazo monohidrocloreto (Fig. 8.) 

é um azo composto heterocíclico aromático com características analgésicas. É geralmente 

utilizada para reduzir desconfortos relacionados a infecções do trato urinário (uretrite, 

prostatite, cistite, etc.) ou irritações causadas por infecções, traumas, cirurgias, 

procedimentos endoscópicos ou a passagem de sondas ou cateteres [52-59]. 

 

Figura 8. Fórmula molecular da FZP 

A FZP é frequentemente usada em formulações farmacêuticas combinada com SMX 

e TMP, a uma razão em massa de 8:1,6:1 (SMX:TMP:FZP, respectivamente), para o 
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tratamento de infecções do trato urinário seguidas de dor [53, 59]. A presença de SMX e 

TMP em medicamentos produz uma atividade antibacteriana sinérgica, devido ao 

bloqueio do metabolismo do ácido fólico, que provoca uma diminuição da síntese de 

proteínas por bactérias [47, 60]. A presença adicional da FZP provoca um efeito 

anestésico local proporcionando alívio da dor durante o tratamento [61]. 

1.2.4.1. Metodologias disponíveis na literatura para determinação simultânea 

de SMX, TMP e FZP 

De acordo com a literatura, existem apenas dois trabalhos que descrevem métodos 

analíticos para a determinação simultânea de SMX, TMP e FZP. Um é baseado em 

calibração espectrofotométrica multivariada com o uso da regressão por mínimos 

quadrados parciais (PLS-1) [62] e outro na espectrofotometria de terceira derivada [63]. 

A análise simultânea de TMP, SMX e FZP medicamentos baseado no uso da 

espectrofotometria de terceira derivada foi proposto por Abdelhay e Elwalily, em 1993 

[63]. O método consistiu na extração dos compostos em 0,1 mol L-1 de ácido clorídrico, 

filtração e medição das amplitudes do espectro da derivada terceira em 242, 276 e 450 nm 

para determinação de TMP, SMX e FZP, respectivamente. Os valores de DPRs 

calculados foram menores que 1,72%, indicando boa precisão e reprodutibilidade do 

método proposto. 

O uso da calibração espectrofotométrica multivariada foi descrita por Ribone et al., 

em 1999, para a análise de comprimidos contendo os antibióticos SMX e TMP, e a 

combinação dessas duas drogas com o analgésico FZP [62]. Os analitos foram analisados 

sem separação prévia, derivatização ou utilização de solventes não aquosos e os estudos 

foram baseados no uso do método numérico de regressão por mínimos quadrados parciais 
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(PLS-1) dos dados espectrais de absorção eletrônica. O método apresentou DPRs menores 

que 1,90%. 

 

1.3. Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) 

O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do inglês “boron doped diamond”) 

tem sido usado com frequência em diversas determinações, tais como: princípios ativos 

em medicamentos [64-68], metais [69-71], antioxidantes [72], bases nitrogenadas do 

DNA [73, 74], corantes [75, 76], pesticidas [77-80], carboidratos [81], entre outros [82-

85]. Trata-se de um material a base de carbono com elevados graus de densidade atômica, 

dureza e resistência mecânica. 

Como descrito na literatura [86], os estudos eletroquímicos do diamante começaram 

relativamente tarde (cerca de 30 anos atrás), ao contrário de outros materiais a base de 

carbono como grafite, carbono vítreo, grafite pirolítico, etc. Sua utilização não despertava 

interesse pelo fato de ser um isolante e, além disso, sua preparação requeria temperatura 

e pressão muito elevadas (difícil acesso). 

A deposição química a partir da fase vapor (CVD, do inglês “chemical vapor 

deposition”) e o crescimento a alta-pressão/alta-temperatura (HPHT, do inglês “high-

pressure/high-temperature”) são os dois métodos mais utilizados para a produção de 

diamante [87]. O uso do método CVD foi descrito primeiramente por William Eversole, 

da Union Carbide, em 1952, e o processo HPHT foi desenvolvido pela General Electric 

a partir de 1955 [88]. A deposição era baseada no crescimento de grãos sobre grãos pré-

existentes de diamante, ou a partir de outro material à base de carbono [88].  
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O interesse no uso do diamante em eletroquímica aumentou com o desenvolvimento 

e melhoramento das técnicas de crescimento, que passaram então a produzir filmes de 

diamante sobre os mais variados tipos de substratos, tais como molibdênio, tungstênio, 

quartzo, silício, titânio, grafite, carbono vítreo, irídio e nióbio [89-91]. 

O diamante puro não é um material eletródico, devido as suas características isolantes 

(band-gap com mais de 5 eV) e alta resistividade (na ordem de 1016 Ω cm). No entanto, 

este material pode adquirir características de um condutor quando é devidamente dopado, 

tornando-se um material promissor para ser empregado como eletrodo [92]. O boro é o 

dopante mais utilizado para produzir eletrodos de diamante, resultando em um 

semicondutor do tipo p [93], devido ao fato de possuir baixa energia de ativação como 

transportador de carga (0,37 eV). 

CVD é o método mais utilizado para a obtenção do BDD [94] e é baseado no uso de 

uma fonte de gás rico em carbono (metano diluído em hidrogênio ou outras substâncias 

orgânicas, utilizadas juntamente com o metano, tais como metanol, acetona e etanol), a 

qual é ativada por reatores (plasma de micro-ondas, por exemplo), produzindo uma fina 

camada do filme de diamante disposta na superfície de um substrato condutor [86, 87, 

95]. O boro age como um dopante mais efetivo quando incorporado durante a deposição 

da fase gasosa, no processo CVD, do que quando inserido no filme já crescido pelo 

processo de implantação iônica. Para introduzir boro no filme de diamante durante o 

crescimento, um reagente contendo boro, como diborano (B2H6), trimetilborato 

(C3H9BO3) ou óxido de boro (B2O3), deve ser adicionado à fonte de gás de deposição [93]. 

As propriedades dos filmes de diamante variam de acordo com a concentração de 

boro, que deve ser no mínimo 1 x 1019 átomos cm-3. À medida que a concentração de boro 

aumenta, a resistividade do filme de diamante diminui, podendo variar de 104 Ω cm (para 
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uma concentração de boro próxima a 1019 átomos cm-3) até décimos de Ω cm (para uma 

concentração de boro próxima a 1021 átomos cm-3) [95]. 

O eletrodo BDD apresenta diversas características que o difere de outros eletrodos à 

base de carbono, tais como: pequena e estável corrente de fundo ao longo de um amplo 

intervalo de potencial, ampla faixa de potencial de trabalho em meio aquoso, cinética 

relativamente rápida de transferência de elétrons para vários sistemas redox sem pré-

tratamento convencional (polimento), alta sensibilidade, baixa adsorção molecular, 

estabilidade morfológica e microestrutural a altas temperaturas, resistência à corrosão e 

transparência óptica em regiões do UV/VIS e IV [96-105]. 

Os filmes de diamante recém preparados possuem terminações superficiais em 

hidrogênio [93, 106, 107] devido a uma atmosfera contendo hidrogênio durante o 

processo de produção. Essa superfície terminada em hidrogênio (apolar) proporciona ao 

eletrodo um caráter hidrofóbico [93, 106-108] e um potencial de banda plana quase 

independente do pH [109]. 

Pleskov et al., em 1987, descreveu pela primeira vez o comportamento 

fotoeletroquímico de filmes de diamante [110]. Nesse trabalho foi possível observar que 

as propriedades superficiais dos filmes de diamante podem ser sensivelmente alteradas 

via pré-tratamento superficial. Após esse estudo, o comportamento eletroquímico do 

eletrodo BDD em função de alterações impostas à sua superfície, via tratamentos 

anódicos e catódicos [98, 107, 111-118], vem sendo bastante estudado. 

Superfícies terminadas em hidrogênio são alteradas para oxigênio durante uma 

oxidação anódica. Os tratamentos anódicos aumentam a relação O/C na superfície do 

filme, tornando a cinética de transferência de carga de alguns pares redox mais lenta, 

como [Fe(CN)6]
3-/4- e [IrCl6]

2-/3- [87]. Eletrodo de BDD com terminação em oxigênio 
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apresenta um caráter hidrofílico [107, 119] e um potencial de banda plana altamente 

dependente do pH [109]. A superfície do filme de diamante pode ser novamente 

modificada para terminação em hidrogênio via tratamento catódico (procedimento 

eletroquímico) [120]. 

A resposta eletroquímica do eletrodo de BDD é dependente do pré-tratamento 

realizado em sua superfície. O pré-tratamento anódico foi o mais utilizado até o ano de 

2004 (método padrão) [121, 122], porém, em alguns trabalhos publicados posteriormente 

[96, 123] foi relatado que o pré-tratamento catódico melhora significativamente a 

reprodutibilidade, reversibilidade e o valor da constante de transferência de carga para 

alguns pares redox. Sendo assim, a escolha do pré-tratamento a ser utilizado dependerá 

do tipo de analito estudado. 

 

1.4. Análise por injeção em batelada (BIA) 

A análise por injeção em batelada (BIA, do inglês “Batch Injection Analysis”) é um 

procedimento de análise introduzido no início da década de 90 [124] como uma 

alternativa para a realização de análises simples e rápidas. Essa técnica envolve a injeção 

de uma alíquota de amostra ou solução padrão (comumente um volume próximo a 100 

µL), com o auxílio de uma micropipeta (geralmente eletrônica), diretamente na superfície 

de um eletrodo de trabalho (configuração do tipo wall-jet) imerso em um grande volume 

de solução inerte (detecção eletroquímica). A injeção da espécie de interesse sobre a 

superfície do eletrodo resulta em sinais transientes semelhantes aos obtidos em sistemas 

FIA (Análise por Injeção em Fluxo). 

Os conceitos de um sistema BIA com detecção eletroquímica podem ser explicados 

usando as etapas apresentadas na Figura 9. 
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Figura 9. Etapas de operação de um sistema BIA com detecção eletroquímica e 

respectivo pico transiente obtido. (A) antes da injeção; (B) durante a injeção; (C) final da 

injeção; (D) dispersão e (E) equilíbrio final. 

Antes da injeção da amostra, há a presença de uma corrente residual gerada a partir 

do eletrólito inerte (Fig. 9A), indicando que não existe reação de transferência eletrônica 

na interface eletrodo/solução. Quando uma alíquota de amostra ou solução padrão 

(normalmente diluída em eletrólito de suporte) é injetada sobre a superfície do eletrodo 

de trabalho (Fig. 9B), ocorre um rápido aumento da corrente até chegar em um valor 

máximo, devido ao processo redox do analito de interesse (Fig. 9C). A intensidade desse 

sinal é proporcional à concentração do analito na amostra (quando na faixa linear de 

resposta). Em seguida, ocorre uma queda do sinal em direção à linha base, atingindo o 

equilíbrio existente antes da injeção (corrente residual; Fig. 9E), resultando em um pico 

de resposta transiente em virtude do efeito da dispersão e da configuração do tipo “wall-
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jet” [125]. O retorno da corrente à linha base pode ser acelerada através de uso de agitação 

mecânica da solução presente no interior da célula [126]. 

Na operação de um sistema BIA (especialmente com detecção eletroquímica), o 

volume e velocidade de injeção são procedimentos manuais e necessitam ser 

reprodutíveis. Neste caso, o uso de pipetas eletrônicas, com dispersão programável [127], 

para a injeção das soluções no sistema BIA permite que esta operação seja altamente 

reprodutível. Tais pipetas podem ser substituídas por seringas de insulina descartáveis ou 

pipetas manuais, como descrito por Gimenes et. al., em 2012 [128]. Nesse caso, é 

necessário utilizar um padrão interno adequado para corrigir possíveis erros causados por 

variações no sistema de injeção.  

A técnica BIA apresenta diversas vantagens em comparação com outras técnicas 

analíticas, como: o uso de instrumentação (aquisição e manutenção) de baixo custo, baixo 

consumo de reagentes e amostras, geração mínima de resíduos, elevada frequência 

analítica, simplicidade e boa repetibilidade. Quando o sistema BIA é combinado com 

detecção eletroquímica (amperometria, potenciometria ou voltametria), vantagens 

adicionais podem ser obtidas na seletividade, sensibilidade, não necessidade de utilização 

de reagentes de alta pureza e facilidade de uso em laboratórios com infraestrutura mínima 

ou em análises em campo [129]. Por outro lado, o sistema BIA apresenta limitações em 

relação à automação e procedimentos de derivatização (diluição ou reação em linha), 

quando comparado com sistemas FIA. Essas limitações, no entanto, não são consideradas 

desvantagens e sim, características da técnica. 
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1.5. BIA com detecção amperométrica (BIA-MPA)  

Diferentes detectores já foram acoplados a sistemas BIA, tais como 

espectrofotométricos [130], fluorimétricos [131], amperométricos [132, 133], 

potenciométricos [134] e voltamétricos [135]. Entre estes, os detectores amperométricos 

são os mais frequentemente empregados e diferentes tipos de materiais como eletrodos 

de trabalho têm sido propostos [136-138]. 

Um sensor amperométrico pode ser considerado um sensor voltamétrico para um 

determinado potencial aplicado fixo [139], ou seja, o eletrodo de trabalho é mantido num 

potencial constante em função do tempo (amperometria convencional), no qual ocorre a 

oxidação ou redução eletroquímica de compostos eletroativos na interface 

eletrodo/solução. 

A amperometria convencional apresenta elevada sensibilidade, pois permite a 

aquisição de correntes muito baixas (e, portanto, a detecção de baixas concentrações) 

devido a quase total ausência de corrente capacitiva. No entanto, alguns subprodutos e/ou 

impurezas podem adsorver na superfície do eletrodo de trabalho durante a análise, 

causando sua gradativa contaminação (diminuição da área do eletrodo) e 

comprometendo, assim, a repetibilidade do sinal analítico. 

Uma alternativa para contornar tais problemas de contaminação é usar a 

amperometria no modo pulsado. Existem diferentes formas de implementar a 

amperometria pulsada, sendo que as mais comuns são conhecidas como detecção 

amperométrica pulsada (PAD, do inglês “Pulsed Amperometric Detection”) e 

amperometria de múltiplos pulsos (MPA, do inglês “Multiple Pulse Amperometry”). As 

técnicas amperométricas pulsadas contornam de forma simples a limitação da detecção 

amperométrica convencional em relação à estabilidade do sinal eletroquímico. A limpeza 
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eletroquímica do eletrodo pode ser realizada periodicamente durante a análise com a 

aplicação (de forma alternada e cíclica) de pulsos de potenciais em função do tempo com 

o objetivo de limpeza ou condicionamento constante do eletrodo, evitando ou diminuindo 

a contaminação da superfície do eletrodo. O número de pulsos de potenciais aplicáveis 

na PAD varia entre 2 a 6, porém, a aquisição da corrente é normalmente restrita a um 

único pulso de potencial. Uma alternativa a técnica PAD é a MPA, a qual permite a 

aplicação de até 10 pulsos de potenciais com a possibilidade de aquisição de corrente em 

função do tempo em cada um dos pulsos de potenciais (obtenção simultânea de até 10 

amperogramas) [140]. 

Em 2011, Silva e colaboradores [141], demonstraram que o acoplamento de células 

de análise por injeção em batelada com detecção por amperometria de múltiplos pulsos 

(BIA-MPA) possibilita a determinação simultânea de dois compostos. O objetivo foi 

atingido mediante a injeção de uma única alíquota de amostra e utilizando um único 

eletrodo de trabalho. 

A estratégia usada neste trabalho foi a aplicação de dois pulsos de potenciais. Um dos 

compostos (A) foi seletivamente detectado em um pulso de potencial e ambos os 

compostos (A + B) em um segundo pulso de potencial. O acesso a corrente proveniente 

do composto (B) foi obtida mediante subtração entre as correntes detectadas nos dois 

pulsos de potenciais e com auxílio de um fator de correção (FC). A utilização do FC foi 

descrita primeiramente por Silva e colaboradores, em 2011 [142] em um trabalho usando 

análise por injeção em fluxo (FIA). Nesse trabalho foi proposto um método para a 

determinação simultânea de paracetamol (PAR) e cafeína (CAF) usando FIA-MPA. O 

PAR foi oxidado seletivamente (sem interferência da CAF) no pulso de potencial 

+1,20 V/50 ms e os dois compostos (PAR + CAF) foram simultaneamente oxidadas no 

pulso de potencial +1,55/50 ms. A corrente proveniente apenas da oxidação da CAF em 
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+1,55V foi obtida com auxílio da seguinte equação: iCAF = i+1,55 V – (FC × i+1,20 V). A 

utilização do FC foi necessário devido  diferença na intensidade das correntes de oxidação 

do PAR em +1,55 V e +1,20 V e, então, uma simples subtração entre as correntes 

detectadas nos dois pulsos de potenciais não dava acesso a corrente de oxidação 

proveniente somente da CAF. 

Vários pares de analitos foram quantificados simultaneamente utilizando o sistema 

BIA-MPA, como paracetamol e cafeína [141], dipirona e cafeína [141], terc-butil-

hidroquinona e hidroxianisol butilado [141, 143] e codeína e diclofenaco [144]. Sistemas 

FIA-MPA também tem sido usados na análise de misturas contendo dois compostos, 

como carboidratos (glicose e frutose) [145], produtos farmacêuticos, como paracetamol 

e ácido ascórbico [146], dipirona e paracetamol [147], paracetamol e tramadol [148], 

hidroclorotiazida e enalapril [149], antioxidantes fenólicos, como hidroxianisol butilado 

e hidroxitolueno butilado [150] e corantes sintéticos, como tartrazina e amarelo 

crepúsculo [76]. 

Recentemente, Freitas e colaboradores demonstraram pela primeira vez a 

possibilidade de determinação simultânea de três compostos (8-cloroteofilina, piridoxina 

e difenidramina) por BIA-MPA [151]. Nesse trabalho, uma sequência de três pulsos de 

potenciais (+1,25 V, +1,60 V e +1,80 V) foi aplicada com a aquisição de três 

amperogramas separados. A 8-cloroteofilina foi seletivamente detectada em +1,25 V, 8-

cloroteofilina e piridoxina foram detectadas simultaneamente em +1,60 V e as três 

espécies foram detectadas em +1,80 V. A subtração entre as correntes detectadas nos três 

amperograms (com a ajuda de FCs) foi utilizada para a determinação seletiva de 

piridoxina e difenidramina em +1,60 V e +1,80 V, respectivamente. A possibilidade de 

determinação simultânea de três espécies (cafeína, ibuprofeno e paracetamol  

empregando FIA-MPA também já foi demonstrada [152]. 
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Geralmente, em sistemas BIA com detecção eletroquímica, a distância ideal 

recomendada entre eletrodo de trabalho e a ponteira da micropipeta é de 

aproximadamente 2 mm, como descrito por Brett et. al., em 1992 [133]. Para distâncias 

menores que 2 mm, a corrente tende a ser menor. Com o aumento na distância, a corrente 

tende a aumentar atingindo seu máximo em aproximadamente 2 a 3 mm. Acima deste 

valor, o sinal de corrente volta a diminuir. Isso ocorre porque no emprego de distâncias 

muito pequenas entre a ponteira da micropipeta e a superfície do eletrodo, os efeitos de 

retorno (fluxo reverso) são grandes e o perfil wall-jet não é seguido. Em distâncias 

maiores ocorre um aumento da dispersão da amostra antes do seu contato com o eletrodo 

de trabalho. 

Dois parâmetros principais devem ser considerados no desempenho de sistemas BIA: 

o volume e a velocidade de injeção. Tais parâmetros refletem diretamente na sensibilidade 

do método e no número de vezes de amostragem de corrente por pico e, 

consequentemente, na repetibilidade do sinal analítico. A Figura 10 representa a 

influência do volume injetado na resposta obtida com o sistema BIA com detecção 

amperométrica. 

 

Figura 10. Efeito do volume injetado na corrente detectada no sistema BIA com detecção 

amperométrica. Velocidade de injeção: 113 µL s-1 [153]. 
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De acordo com a literatura, um volume de injeção de 100 µL é geralmente suficiente 

para se conseguir a melhor sensibilidade em sistemas BIA [154]. No entanto, como pode 

ser observado na Figura 10, nos volumes de injeção de 150 e 200 µL, a corrente é 

amostrada mais vezes na região de corrente máxima de cada pico (sinal transiente) e uma 

melhor repetibilidade pode ser obtida. É importante que no ápice de cada pico ocorram 

pelo menos duas ou mais amostragens de corrente, pois na construção das curvas de 

calibração, a informação comumente utilizada é a altura dos picos. Nesse caso, o volume 

de 150 µL é suficiente e apropriado para a obtenção da melhor sensibilidade (altura 

máxima) e boa repetibilidade (duas ou mais amostragens de corrente na região de máximo 

de cada pico). Quando a detecção MPA é usada, o número de amostragens de corrente 

por pico em cada amperograma é um parâmetro que necessita ser observado com maior 

cuidado, pois o número de amostragens de corrente tende a diminuir com o aumento do 

número de pulsos de potenciais aplicados. 

Os efeitos da velocidade de injeção sobre a resposta do sistema BIA podem ser 

observados na Figura 11. 

 

Figura 11. Efeito da velocidade de injeção na corrente detectada no sistema BIA com 

detecção amperométrica. Volume de injeção: 150 µL [153]. 
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A sensibilidade aumenta com o aumento da velocidade de injeção. Isto ocorre devido 

ao aumento na taxa de transporte de massa para a superfície do eletrodo de trabalho. No 

entanto, os pontos de aquisição de corrente no ápice de cada pico diminuem com o 

aumento da velocidade de injeção e, consequentemente, a repetibilidade do sinal 

detectado também diminui. 

A velocidade e o volume de injeção são parâmetros dependentes. Caso o volume de 

injeção seja muito pequeno, ou a velocidade de injeção seja muito grande, a aquisição de 

corrente pode ser comprometida (número de aquisição insuficiente), e consequentemente, 

a repetibilidade do método pode ser prejudicada. Desta forma, na opção pelo volume e 

velocidade de injeção, o número de vezes que a corrente é adquirida deve ser considerado. 
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2. OBJETIVOS DO TRABALHO 

 

Desenvolver novos procedimentos usando análise por injeção em batelada (BIA) com 

detecção amperométrica e diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho 

para a determinação simultânea de princípios ativos presentes em formulações 

farmacêuticas comerciais: (1) nimesulida (NIM) e paracetamol (PAR), (2) codeína 

(COD) e prometazina (PRO), (3) amilorida (AMD) e furosemida (FMD) e (4) 

sulfametoxazol (SMX), trimetoprima (TMP) e fenazopiridina (FZP). 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1. Reagentes e amostras 

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analítico (PA). A 

Tabela 1 lista todos os reagentes utilizados nesse estudo com sua respectiva procedência. 

Tabela 1. Lista de reagentes utilizados nos trabalhos com suas procedências. 

Reagente Empresa Pureza (%) 

Cloreto de prometazina (PRO) Henrifarma PA 

Fosfato de codeína (COD) Galena PA 

Nimesulida (NIM) All Chemistry PA 

Paracetamol (PAR) Synth PA 

Sulfametoxazol (SMX) Sigma-Aldrich PA 

Trimetoprina (TMP) Sigma-Aldrich PA 

Cloreto de fenazopiridina (FZP) Alfa Aesar 98,0 

Cloreto de amilorida (AMD) DEG PA 

Furosemida (FMD) Henrifarma PA 

Ácido acético (HAc) Vetec PA 

Ácido sulfúrico Vetec PA 

Acetonitrila (ACN) Vetec PA-ACS 

Etanol (EtOH) Vetec PA-ACS 

Metanol (MetOH) Vetec PA-ACS 

Ácido fosfórico Impex PA 

Ácido bórico Sigma-Aldrich 99,5 

Hidróxido de sódio Synth PA 

 

As amostras de formulações farmacêuticas contendo os princípios ativos estudados 

foram obtidas em farmácias locais (Uberlândia – MG) na forma de xarope (PRO + COD 

e SMX + TMP), comprimidos (NIM + PAR e SMX + TMP + FZP) e cápsulas (AMD + 

FMD). 

Os reagentes HAc, H2SO4, ACN, EtOH, MetOH, H3PO4, H3BO3 e NaOH foram 

utilizados como eletrólitos e/ou como fase móvel em análises por HPLC e foram 
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preparados em água deionizada (Millipore Direct-Q3) com resistividade superior ou igual 

a 18 MΩ cm. 

 

3.2. Preparo de soluções: eletrólitos de suporte, padrões, amostras 

e fases móveis. 

3.2.1. Determinação simultânea de NIM e PAR 

Ácido sulfúrico (0,10 mol L-1) em meio de água/EtOH (70:30; v/v) foi usado como 

eletrólito de suporte no estudo de determinação simultânea de NIM e PAR. Devido à 

baixa solubilidade de NIM em água, houve a necessidade de adicionar etanol no eletrólito 

para evitar sua precipitação durante as análises. No preparo desse eletrólito de suporte, 

5,30 mL de H2SO4 comercial (98 %) foram diluídos em água em um balão volumétrico 

de 1,00 L. Em seguida, 350,0 mL dessa solução foram transferidos para um balão 

volumétrico de 500,0 mL e o volume foi completado com EtOH. 

No preparo das soluções estoques, quantidades adequadas dos sais de NIM e PAR 

foram dissolvidas em EtOH para uma concentração final de 3080 e 6050 mg L-1, 

respectivamente. Na análise de amostras farmacêuticas contendo NIM e PAR, 10 

comprimidos foram pesados e triturados até obter um pó fino e homogêneo. Feito isso, 

algumas porções foram pesadas e dissolvidas em EtOH (solução estoque da amostra). Na 

sequência, alíquotas da solução estoque foram diluídas, para concentrações adequadas, 

no eletrólito de suporte para subsequente injeção no sistema BIA. 

Os resultados obtidos com o método proposto foram comparados aos obtidos por 

HPLC [15]. Nesta análise, a fase móvel era composta por ACN/MetOH/H2O (35:40:25, 

v/v; pH ajustado para 4,2 com H3PO4). A vazão da fase móvel foi mantida em 
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1,00 mL min-1 e o comprimento de onda do detector foi fixado em 276 nm. Os tempos de 

retenção foram de 2,75 e 3,90 min para PAR e NIM, respectivamente. 

 

3.2.2. Determinação simultânea de PRO e COD 

Nesse estudo foi utilizado solução tampão ácido acético/acetato 0,10 mol L-1 (pH = 

4,7) como eletrólito de suporte. A solução foi preparada a partir de 5,7 mL do reagente 

comercial de HAc (99,7%) para um volume final de 1,00 L de solução. O pH foi ajustado 

para 4,7 com adição de solução concentrada de NaOH. As soluções estoques de PRO e 

COD foram preparados, separadamente, a partir da dissolução de quantidades adequadas 

dos respectivos sais em água deionizada para uma concentração de 3209 e 4064 mg L-1, 

respectivamente. Nas análises de amostras farmacêuticas (xarope) contendo PRO e COD, 

alíquotas do xarope foram diluídas para concentrações adequadas no eletrólito de suporte 

para subsequente injeção no sistema BIA. 

A fase móvel utilizada na determinação simultânea de PRO e COD por HPLC 

(método de comparação) [155] foi composta por MetOH/H2O (60:40, v/v; pH ajustado 

para 2,35 com H3PO4). A vazão da fase móvel foi mantida em 1,00 mL min-1 e o 

comprimento de onda do detector foi fixado em 250 nm. Os tempos de retenção foram de 

2,63 e 5,57 min para COD e PRO, respectivamente. 

 

3.2.3. Determinação simultânea de AMD e FMD 

Na determinação simultânea de AMD e FMD em formulações farmacêuticas, a 

solução tampão borato (0,10 mol L-1; pH = 10,0) em meio de água/MetOH (70:30; v/v) 

foi utilizado como eletrólito de suporte. Devido à baixa solubilidade da FMD em água, 
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houve a necessidade de adicionar um solvente orgânico (MetOH) no eletrólito para evitar 

a precipitação da FMD durante as análises. Utilizou-se MetOH e não EtOH, pois o EtOH 

levou a um aumento da corrente de fundo do sistema, interferindo na sensibilidade do 

método, o que não foi observado quando MetOH foi utilizado. No preparo desse 

eletrólito, 6,18 g do reagente comercial de H3BO3 foi pesado e solubilizado em água até 

o volume final de 1,00 L. O pH foi ajustado para 10,0 com adição de solução concentrada 

de NaOH. Em seguida, 350,0 mL dessa solução foram transferidos para um balão 

volumétrico de 500,0 mL e o volume foi completado com MetOH. 

Na preparação de soluções estoque, quantidades adequadas de AMD e FMD foram 

dissolvidas, separadamente, em MetOH para uma concentração de 3021 e 6620 mg L-1, 

respectivamente. Na análise de amostras contendo AMD e FMD, 10 cápsulas foram 

abertas, pesadas e homogeneizadas. Feito isso, algumas porções foram pesadas e 

dissolvidas em MetOH (solução estoque da amostra). Na sequência, alíquotas da solução 

estoque foram diluídas, para concentrações adequadas, no eletrólito suporte para 

subsequente injeção no sistema BIA. 

Na determinação simultânea de AMD e FMD por HPLC, para comparação dos 

resultados obtidos por BIA, 0,05 mol L-1 de fosfato diácido de potássio/ACN (60:40; v/v; 

pH ajustado para 3,5 com H3PO4) foi utilizado como fase móvel [156]. A vazão da fase 

móvel foi mantida em 1,30 mL min-1 e o comprimento de onda do detector foi fixado em 

283 nm. Os tempos de retenção foram de 1,80 e 4,57 min para AMD e FMD, 

respectivamente. 
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3.2.4. Determinação simultânea de SMX, TMP e FZP 

Solução tampão fosfato (0,05 mol L-1) em meio de água/MetOH (70:30) foi usado 

como eletrólito de suporte para a determinação simultânea de SMX, TMP e FZP por BIA-

MPA. Devido à baixa solubilidade de SMX e TMP em água, houve a necessidade de 

adicionar MetOH ao eletrólito de suporte para evitar a precipitação dos mesmos durante 

as análises. Utilizou-se MetOH e não EtOH pelo mesmo motivo justificado anteriormente 

(item 3.2.3). No preparo desse eletrólito, utilizou-se 3,40 mL do reagente comercial de 

H3PO4 (85%) para 1,00 L de solução. O pH foi ajustado para 7,0 com adição de solução 

concentrada de NaOH. Em seguida, 350,0 mL dessa solução foram transferidos para um 

balão volumétrico de 500,0 mL e o volume foi completado com MetOH. 

No preparo de soluções padrões de SMX, TMP e FZP, quantidades adequadas de cada 

um dos sais foram pesadas e solubilizadas em MetOH para obter concentrações de 1270, 

720 e 670 mg L-1, respectivamente. Na análise de amostras farmacêuticas (comprimidos) 

contendo SMX, TMP e FZP, 10 comprimidos foram pesados, triturados (até obter um pó 

fino) e homogeneizados. Feito isso, algumas porções foram pesadas e dissolvidas em 

MetOH (solução estoque da amostra). Na sequência, alíquotas da solução estoque foram 

diluídas, para concentrações adequadas, no eletrólito suporte, para subsequente injeção 

no sistema BIA. 

Neste estudo, os resultados obtidos por BIA-MPA também foram comparados aos 

obtidos por HPLC. No entanto, não foi localizado na literatura um método que 

possibilitasse a separação dos três compostos de interesse. Assim, estudos foram 

realizados para identificação das condições experimentais que possibilitassem a 

separação e quantificação dos três compostos por HPLC. A fase móvel que permitiu a 

separação e quantificação de SMX, TMP e FZP por HPLC foi composta por      

0,05 mol L-1 de solução tampão fosfato/ACN (40:60; v/v; pH = 3,5). A vazão da fase 
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móvel foi mantida em 1,20 mL min-1 e o comprimento de onda do detector foi fixado em 

280 nm. Os tempos de retenção foram de 1,88, 2,78 e 4,30 min para TMP, SMX e FZP, 

respectivamente. Um cromatograma obtido nas condições otimizadas pode ser observado 

na Figura 12. 

 

Figura 12. Cromatograma obtido experimentalmente com a injeção de uma solução 

padrão contendo uma mistura de TMP (10 mg L-1) + SMX (50 mg L-1) + FZP      

(6,3 mg L-1). 

 

3.3. Instrumentação 

3.3.1. Detecção eletroquímica 

As medidas amperométricas e de voltametria cíclica foram realizadas utilizando o 

potenciostato/galvanostato μAutolab Tipo III (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands - 

Metrohm;) interfaceado a um computador e controlado através do software GPES 

4.9.007. 

 



60 

3.3.2. Eletrodos de trabalho, referência e auxiliar 

Neste trabalho utilizou-se BDD (área geométrica = 0,2 cm2) como eletrodo de 

trabalho. O material foi adquirido da empresa Adamant Technologies SA, La Chaux-de-

Fonds, Suíça (atualmente chamada NeoCoat AS, 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 diamante (1,2 µm) com nível de dopagem de boro de 7000 

a 8000 ppm. A limpeza e ativação eletroquímica desse eletrodo foi realizada diariamente 

no início de cada medida eletroquímica. Este procedimento pode ser realizado de duas 

formas:  

 Limpeza anódica: aplicação de um potencial de +2,0 V ou uma corrente de 

+0,01 A em meio de solução tampão Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L-1 (pH 

2,0); 

 Limpeza catódica: aplicação de 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 [96, 120]. 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 fundo de 10 µA. Após a ativação anódica, sempre foi necessário fazer 

também a ativação catódica. A limpeza eletroquímica era considerada adequada quando 

a corrente de fundo usando voltametria cíclica na faixa de potencial entre 0,0 e +1,4 V, 

com velocidade de varredura de 50 mV s-1, em meio de H2SO4 0,5 mol L-1 ficava próxima 

a 1 µA. 



61 

Em todos os experimentos utilizou-se um fio de platina como eletrodo auxiliar e um 

mini eletrodo de referência Ag/AgCl (KClsat.), preparado no próprio laboratório. O 

eletrodo foi construído por eletrodeposição de AgCl em um fio de Ag através da aplicação 

de +0,3 V em meio de solução de HCl 0,10 mol L-1 [157], durante 2 h, utilizando o 

potenciostato/galvanostato modelo μAutolab tipo III. 

3.3.3. Células eletroquímicas 

A imagem da célula eletroquímica utilizada nos experimentos de voltametria cíclica 

pode ser observada na Figura 13. 

 

Figura 13. Imagem da célula eletroquímica utilizada nos experimentos de voltametria 

cíclica. 

Trata-se uma célula cilíndrica de polietileno com diâmetro externo de 7,30 cm, 

diâmetro interno de 4,90 cm, altura de 1,90 cm e volume total de 30,0 mL. Na parte 

inferior dessa célula, um pequeno orifício central (0,5 cm de diâmetro) foi aberto, onde é 

posicionado um anel de borracha (O-ring). Um pedaço de BDD (0,7 x 0,7 cm) foi 

pressionado sobre este anel com auxílio de uma placa metálica e parafusos colados nas 

extremidades da parte inferior da célula. A área útil do eletrodo foi definida pelo diâmetro 

interno deste anel (0,3 cm; área = 0,07 cm2). Para manter o contato elétrico, uma placa de 

circuito impresso de cobre foi fixada entre a placa metálica e o eletrodo BDD. A parte 
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superior da célula contém dois orifícios para o posicionamento dos eletrodos de referência 

e auxiliar.  

Nos estudos em BIA utilizou-se uma célula eletroquímica cilíndrica de vidro, 

construída no próprio laboratório, semelhante à descrita em trabalho publicado 

anteriormente [158]. A Figura 14A ilustra um diagrama esquemático e a Figura 14B a 

imagem do sistema BIA usada nos estudos.  

 

Figura 14. (A) Diagrama esquemático do sistema BIA usado nos estudos. (B) Imagem 

do sistema BIA usado nos estudos. 
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A célula possui diâmetro interno de 6,30 cm, altura de 7,80 cm e volume total de 

200,0 mL. Duas tampas de polietileno foram fixadas nas duas extremidades do cilindro 

de vidro. A tampa de polietileno da parte inferior da célula continha um único orifício 

(diâmetro = 0,50 cm; área = 0,2 cm2), posicionado no centro, no qual foi posicionado um 

O-ring e o eletrodo BDD, de modo semelhante ao descrito para a célula utilizada nos 

experimentos de voltametria cíclica. A tampa superior da célula continha quatro orifícios 

para posicionar a ponteira da micropipeta (posicionada no centro da tampa), os eletrodos 

de referência e auxiliar e um sistema para agitação da solução no interior da célula BIA. 

No sistema de agitação foi utilizado um micro motor DC (usado em secador de cabelo 

ou brinquedos elétricos), construído no próprio laboratório, com eixo adaptado com uma 

haste de teflon, como pode ser observado na Figura 15. 

 

Figura 15. Imagem do sistema de agitação para a célula BIA. 

O micro motor é alimentado por uma fonte universal de tensão variável (3 a 12 V) e 

a velocidade de agitação depende da voltagem selecionada na fonte. A agitação proposta 
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pode ser facilmente empregada em análises “in situ”, uma vez que a fonte de alimentação 

pode ser substituída por pilhas comuns (após otimização da voltagem a ser empregada). 

As injeções das soluções no sistema BIA foram realizadas com uma micropipeta 

eletrônica 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 350 µL s-1. 

Uma imagem da pipeta é apresentada na Figura 14. A distância entre a ponteira da 

micropipeta eletrônica e o centro do eletrodo de trabalho foi ajustada em torno de 2 mm, 

como recomendado em trabalhos anteriores (configuração do tipo wall-jet) [154]. 

 

3.3.4. Análises comparativas por cromatografia em líquida 

Todos os resultados obtidos nas determinações por BIA-MPA foram comparados com 

os obtidos por HPLC. Nestas etapas foi utilizado um equipamento Shimadzu LC-10 VP 

equipado com um detector UV-VIS (SPD-10AV), uma coluna com fase estacionária C18 

(Lychrispher 100 A, 250 mm x 4.6 mm, 5 µm), um injetor manual com alça de 

amostragem de 20 µL e uma bomba LC-10AD-VP. 

 

3.4. Procedimento usados no cálculo de alguns parâmetros 

analíticos 

3.4.1. Limite de detecção (LD) 

O limite de detecção (LD) é a menor quantidade do analito que pode ser detectada 

com certeza estatística razoável, mas não necessariamente quantificada sob as 

condições estabelecidas no método [159]. O ruído presente nos sinais de resposta 

precisa ser considerado a fim de que se possa expressar as diferenças passíveis de 
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serem detectadas [160]. Para métodos que utilizam curva de calibração, o LD pode 

ser calculado através da seguinte equação: 

b

DPb
LD




3
 

Onde DPb é o desvio padrão do branco (n = 10) e b é a sensibilidade da curva de 

calibração. 

 

3.4.2. Limite de quantificação (LQ) 

O limite de quantificação (LQ) é a concentração mais baixa de um analito que 

pode ser determinada com precisão aceitável (repetitividade) e exatidão 

(concordância com o valor verdadeiro correspondente) [161], sob as condições 

experimentais adotadas. 

O LQ pode ser calculado pela expressão abaixo: 

b

DPb
LQ




10
 

 

3.4.3. Repetibilidade 

A repetibilidade exprime a precisão do método e está relacionada com a 

concordância entre os resultados de medidas sucessivas [159]. Os ensaios de 

repetibilidade devem ser realizados sobre uma mesma amostra e em condições 

estáveis, tais como: 

 Mesmo laboratório; 

 Mesmo analista; 
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 Mesmo equipamento; 

 Mesmos tipos de reagentes; 

 Curtos intervalos de tempo. 

A repetibilidade do método é verificada contemplando uma faixa de concentração 

dentro do intervalo linear do método e pode ser expressa como o desvio padrão ou 

desvio padrão relativo de uma série de medidas. O desvio padrão relativo é calculado 

da seguinte forma:  

100% 
x

DPx
DPR  

Onde DPx é o desvio padrão da concentração e x é a média da concentração 

encontrada. 

 

3.4.4. Linearidade 

A linearidade é a capacidade do método em apresentar resultados que sejam 

proporcionais com a concentração da espécie de interesse, dentro de uma determinada 

faixa de aplicação. A relação matemática entre a resposta medida (área ou altura do 

pico) e a concentração do analito é determinada a partir de sinais medidos para 

concentrações conhecidas (mínimo cinco níveis de concentração) dessa espécie [162]. 

Essa relação matemática é representada pela equação chamada de curva analítica 

[159]:  

y = a + bx 
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Onde y é a resposta medida, a é o coeficiente linear (interseção com eixo y, quando 

x = 0), b é o coeficiente angular (inclinação da curva analítica: sensibilidade) e x é a 

concentração. 

Os coeficientes de regressão a e b são obtidos a partir da equação da regressão 

linear, determinada pelo método dos mínimos quadrados [159, 163]. A partir dos 

pontos experimentais é possível calcular também o coeficiente de correlação linear 

(r), que permite uma estimativa da qualidade da curva obtida [164]. Quanto mais 

próximo r for de 1,0, menor a dispersão do conjunto de pontos experimentais e menor 

a incerteza dos coeficientes de regressão estimados.  

 

3.4.5. Exatidão 

A exatidão representa o grau de concordância entre os resultados individuais 

encontrados em um determinado ensaio e um valor de referência aceito como 

verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidão de um 

método são baseados no uso de materiais de referência certificado (MRC), 

comparação de métodos e ensaios de recuperação [159]. 

O processo de avaliação por meio de MRC consiste em analisar número suficiente 

de replicatas desse material e comparar os resultados obtidos com o valor certificado. 

Um MRC possui um valor de concentração, ou outra grandeza, para cada parâmetro 

e uma incerteza associada [159]. 

A avaliação da exatidão por meio da comparação de métodos consiste na 

comparação entre resultados obtidos empregando-se o método em desenvolvimento 

e os resultados conseguidos através de um método de referência (método com 

precisão e exatidão avaliadas). As análises são efetuadas em replicata, utilizando os 
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dois métodos em separado sobre as mesmas amostras. Após análise de diferentes 

amostras com ambos os métodos, as diferenças obtidas para cada amostra são 

calculadas e comparadas com o valor desejado. Estabelece-se, então, o nível de 

confiança de acordo com o intervalo de concentração. 

O ensaio de recuperação (R) consiste na "fortificação" da amostra, ou seja, na 

adição de soluções com diferentes concentrações do analito de interesse seguida pela 

determinação da concentração do analito adicionado. Esse estudo reflete a quantidade 

de determinado composto, recuperado no processo, em relação à quantidade real 

presente na amostra. A recuperação é calculada segundo a equação [159]: 

100
3

)21(
(%) 




C

CC
R  

Onde C1 é a concentração determinada na amostra adicionada; C2 é a 

concentração determinada na amostra não adicionada e C3 é a concentração 

adicionada. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

O foco dos estudos apresentados nessa tese foi direcionado na análise de 

medicamentos disponíveis comercialmente contendo mais de um princípio ativo. Neste 

contexto, a redação da tese foi dividida em capítulos de acordo com a composição das 

amostras comerciais estudadas:  

4.1 NIM e PAR; 

4.2 PRO e COD; 

4.3 AMD e FMD;  

4.4 SMX, TMP e FZP.  

 

4.1. Determinação simultânea de NIM e PAR 

4.1.1. Comportamento eletroquímico de NIM e PAR empregando eletrodo de 

BDD 

O comportamento eletroquímico da NIM e do PAR é bem conhecido [3]. A NIM é 

mais facilmente reduzida em meio ácido. O grupo nitro pode ser reduzido a um derivado 

hidroxilamina, o qual pode ser oxidado (comportamento quase reversível) a um derivado 

nitroso em potenciais mais positivos. Posteriormente, a redução do composto nitroso 

eletrogerado pode ser observado numa segunda varredura em direção a potenciais 

negativos (comportamento reversível do grupo nitroso). O sinal anódico da NIM 

(detectado sem redução anterior) pode ser atribuído à oxidação do grupo 

metilsulfonamida. O PAR pode ser oxidado a N-acetil-p-benzoquinonaimina, a qual pode 

ser reduzida em potenciais mais negativos (comportamento reversível ou quase 

reversível) [147, 165-167]. O produto de oxidação do PAR pode reagir cataliticamente 
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com outros componentes da amostra e, então, erros podem ocorrer durante a realização 

de determinações simultâneas. No entanto, se o PAR é oxidado em meio ácido, essa 

reação catalítica pode ser inibida (cinética lenta) [166] e, portanto, é mais apropriado para 

determinações simultâneas. Sendo assim, H2SO4 0,10 mol L-1 / EtOH (70:30; v/v) foi 

escolhido como eletrólito de suporte para determinação simultânea de NIM e PAR.  

A Figura 16 apresenta os voltamogramas cíclicos, na janela de potencial de -0,90 a 

+1,60 V, obtidos em meio solução aquosa de H2SO4 0,10 mol L-1 /EtOH (70:30) antes 

(—) e após a adição de 263,0 mg L-1 de PAR (∙∙∙∙) ou 370,0 mg L-1 de NIM (----). 

 

Figura 16. Voltamogramas cíclicos obtidos em meio de H2SO4 0,10 mol L-1 em 

água/EtOH (70:30), antes (—) e após a adição de 263,0 mg L-1 de PAR (∙∙∙∙) ou 

370,0 mg L-1 de NIM (----). Eletrodo de trabalho: BDD; Velocidade de varredura: 50 mV 

s-1; Incremento de potencial: 5 mV 

Sob esta condição, PAR é oxidado a N-acetil-p-benzoquinonaimina em potenciais 

mais positivos que +0,75 V, com a transferência de dois prótons e dois elétrons, e nenhum 

pico de corrente catódica foi observada na varredura reversa, o que difere de outros dados 

disponíveis na literatura sobre a oxidação de PAR (a redução da quinona gerada é 



71 

observada na varredura reversa) [147, 166]. Provavelmente isso ocorreu devido à 

presença de solvente orgânico (30% de EtOH) no eletrólito de suporte. A Figura 17 

representa o esquema da reação de oxidação eletroquímica do PAR. 

 

Figura 17. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica do PAR. 

NIM é reduzida para seu derivado hidroxilamina correspondente, com a transferência 

de dois elétrons e um próton, próximo a -0,59 V, e um pico de corrente anódica foi 

observado a cerca de +0,50 V (oxidação de seu produto de redução - derivado nitroso). A 

redução do grupo nitroso também foi observada em uma varredura seguinte (-0,1 V), no 

entanto, a corrente detectada é pequena. Em potenciais mais elevados do que +1,40 V, o 

grupo metilsulfonamida da NIM também é oxidado, o que está de acordo com a literatura 

[3, 168]. A Figura 18 representa o esquema da reação envolvida no processo de redução 

eletroquímica da NIM. 
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Figura 18. Esquema do mecanismo da redução eletroquímica da NIM. 

O comportamento eletroquímico do PAR e NIM também foi investigado usando o 

sistema BIA-MPA (condição hidrodinâmica). Esse estudo foi realizado em duas etapas, 

e, em cada etapa, 10 pulsos de potenciais sequenciais com duração de 100 ms cada (etapa 

1: 0,70, 0,80, 0,90, 1,00, 1,10, 1,20, 1,30, 1,40, 1,50 e 1,60 V; etapa 2: 0,00, -0,10, -0,20, 

-0,30 , -0,40, -0,50, -0,60, -0,70, -0,80 e -0,90 V) foram aplicados continuamente no 

eletrodo de trabalho de BDD posicionado no sistema BIA-MPA. A corrente detectada em 

cada pulso de potencial foi monitorada continuamente durante a injeção das duas soluções 

de composições diferentes: (i) 35 mg L-1 de PAR (○) ou (ii) 70 mg L-1 de NIM (■). A 

média das correntes detectadas (n = 3) em cada pulso de potencial foram usadas para 

construir o voltamograma hidrodinâmico para PAR e NIM (Fig. 19). 
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Figura 19. Voltamogramas hidrodinâmicos obtidos com o sistema BIA-MPA para PAR 

(○; 35 mg L-1) e NIM (■; 70 mg L-1) plotando a média dos picos de corrente em função 

do pulso de potencial aplicado correspondente. Eletrólito de suporte: 0,10 mol L-1 de 

H2SO4 /EtOH (70:30); Velocidade de injeção: 57 µL s-1; Volume de injeção: 150 µL. 

Como pode ser observado na Fig. 19, na região anódica, o PAR começa a oxidar em 

potenciais menos positivos (+0,80 V) do que a NIM (+1,30 V). Na região catódica, 

somente NIM é reduzida em potenciais inferiores a -0,6 V. Baseado nesses 

voltamogramas hidrodinâmicos, podemos concluir que no pulso de potencial de +0,90 V, 

o PAR pode ser oxidado (“determinado”) sem a interferência de NIM, e a NIM pode ser 

determinada no pulso de potencial de -0,70 V, mesmo em soluções contendo ambos os 

compostos. Em seguida, os dois pulsos de potenciais foram selecionados nos estudos 

subsequentes, utilizando o sistema de BIA-MPA. 

 

4.1.2. Seleção dos pulsos de potenciais para determinação simultânea de NIM e 

PAR por BIA 

A partir dos resultados apresentados no item 4.1.1, estudos para verificar a 

possibilidade de determinação simultânea de NIM e PAR foram realizados. A estratégia 
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usada foi a detecção de PAR em +0,90 V (sem interferência de NIM) e detecção de NIM 

em -0,70 V (sem a interferência de PAR). 

A Figura 20 apresenta os registros dos amperogramas obtidos em +0,90 V/100 ms e 

em -0,70 V/100 ms para injeções em triplicatas de três soluções de composições 

diferentes: (i) 20,0 mg L-1 de NIM, (ii) 100,0 mg L-1 de PAR e (iii) 20,0 + 100,0 mg L-1 

de NIM + PAR, respectivamente. Neste estudo, a relação entre as concentrações de NIM 

e PAR é semelhante à relação entre esses princípios ativos em medicamentos comerciais 

(cada comprimido contém 100 e 500 mg de NIM e PAR, respectivamente). 

 

 

Figura 20. (A) Esquema dos pulsos de potenciais; (B) Respostas (n = 3) obtidas com o 

sistema BIA-MPA para injeção de soluções contendo somente NIM (20 mg L-1), somente 

PAR (100 mg L-1) e uma mistura de NIM + PAR (20 + 100 mg L-1, respectivamente). 

Velocidade de agitação: 2700 rpm; Volume de injeção:150 µL; Velocidade de injeção: 

57 µL s-1. 

As respostas amperométricas mostram claramente que NIM foi reduzida em -0,70 V 

e PAR foi oxidado em +0,90 V no eletrodo de BDD posicionado no sistema de BIA-

MPA. Quando a solução contendo ambos os compostos (NIM + PAR) foi injetada, 
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nenhuma diferença na resposta eletroquímica de NIM e PAR foi observada. Esta 

seletividade somente foi obtida com o uso de dois pulsos de potenciais adicionais: -0,30 

V/300 ms e +0,70 V/300 ms. No pulso potencial de -0,30 V/300 ms, o produto de 

oxidação do PAR (gerado em +0,90 V) foi removido da superfície do eletrodo (por 

redução e por convecção) e uma redução seletiva de NIM foi obtida em -0,70 V/100 ms. 

Da mesma forma, em +0,70 V/300 ms, o produto de redução da NIM (gerado em -0,70 

V) foi removido da superfície do eletrodo (por oxidação e por convecção) e uma oxidação 

seletiva de PAR foi obtido a +0,90 V/ 100 ms. 

 

4.1.3. Otimização dos parâmetros hidrodinâmicos do sistema BIA-MPA 

Os parâmetros hidrodinâmicos do sistema BIA-MPA estudados foram os seguintes: 

volume injetado, velocidade de injeção e necessidade de agitação da solução no interior 

da célula BIA. Na otimização destes parâmetros, duas características foram definidas 

como sendo mais relevantes para o desempenho do método: frequência analítica, que é 

tanto maior quanto mais rápido o pico retorna a linha base, e repetibilidade do sinal em 

função do tempo, que depende do número de amostragens de corrente durante um pico 

transiente, da manutenção da área do eletrodo de trabalho (sem contaminação ou 

desativação), do volume injetado e da velocidade de injeção e de agitação da solução no 

interior da célula. Após os estudos de otimização, as seguintes condições foram 

selecionadas: volume de injeção de 150 µL, velocidade de injeção de 57 µL s-1 e 

velocidade de agitação da solução no interior da célula de 2700 rpm. Nestas condições, 

um pico transiente no sistema BIA-MPA proposto tem uma duração de 25 segundos (0,4 

min), conforme pode ser observado na Figura 21. Usando o esquema de aplicação de 

pulsos apresentada na Figura 20A, a amostragem de corrente em cada amperograma 

ocorre a cada 800 ms (tempo total do esquema de pulsos: 100 + 100 + 300 + 300 ms) e, 
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dessa forma, um pico de 25 segundos de duração tem em média 31 pontos de amostragens 

de corrente (Figura 21). Nestas condições, duas ou três amostragens de corrente podem 

ser observadas no ápice de cada de pico (Figura 21), o que foi considerado suficiente, 

pois a altura dos picos foi utilizada na construção das curvas de calibração. 

 

Figura 21. Ampliação de dois picos transientes obtidos com a injeção de uma solução 

contendo NIM + PAR (20 + 100 mg L-1, respectivamente) no sistema BIA-MPA com a 

identificação de seus respectivos pontos de aquisição de corrente. Volume de 

injeção:150 µL; Velocidade de injeção:57 µL s-1; Velocidade de agitação da solução: 

2700 rpm. 

Como já dito anteriormente (item 1.5), geralmente um volume de injeção de 100 µL 

é suficiente para se conseguir boa sensibilidade em células BIA com detecção 

amperométrica. No entanto, nesse estudo, o volume de injeção foi aumentado para 150 µL 

e, desse modo, a corrente foi amostrada mais vezes em cada pico e uma melhor 

repetibilidade foi obtida. 

Sistemas BIA podem ser utilizados com ou sem agitação da solução no interior da 

célula durante a análise. Essa agitação, frequentemente, proporciona um aumento 
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significativo da frequência analítica e contribui para melhorar o desempenho do pulso de 

potencial de limpeza eletroquímica que pode ser facilmente implementado com a técnica 

MPA. A Figura 22 mostra os resultados obtidos utilizando o sistema BIA sem e com 

agitação da solução contida na célula. 

 

Figura 22. Comparação entre os resultados obtidos por BIA sem e com agitação da 

solução no interior da célula. Velocidades de agitação: (a) 1400 rpm e (b) 2700 rpm. 

Solução injetada: NIM + PAR (20 + 100 mg L-1, respectivamente); outras condições ver 

Fig. 20. 

Como pode ser observado, após a injeção de uma solução contendo ambos os 

compostos no sistema de BIA sem agitação da solução no interior da célula, não foram 

obtidas respostas características em forma de picos transientes. A corrente aumenta 

rapidamente após a etapa de injeção, mas não há uma queda rápida ao nível da linha de 

base, como esperado [154]. Comportamento semelhante também foi obtido anteriormente 

com outro sistema BIA [169]. No entanto, sob agitação, a corrente decai rapidamente à 

linha de base e a frequência de amostragem pode ser aumentada de 15 para    

46 injeções h-1. Além disso, os analitos eletroativos e seus respectivos produtos de 
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oxidação ou de redução são rapidamente removidos da superfície do eletrodo de trabalho 

e, assim, reduz a probabilidade de contaminação da superfície do eletrodo. 

 

4.1.4. Estudo da repetibilidade do método 

Para verificar a repetibilidade do método nas condições otimizadas anteriormente 

(itens 4.1.2 e 4.1.3), sucessivas injeções (n = 12) de soluções contendo 10 + 50 mg L−1 (a) 

ou 50 + 250 mg L−1 (b) de NIM + PAR, respectivamente, foram injetadas no sistema BIA-

MPA. A Figura 23 apresenta os resultados obtidos. 

 

Figura 23. Estudo de repetibilidade obtida através de injeções sucessivas de soluções 

contendo 10 + 50 mg L-1 (a) ou 50 + 250 mg L-1 (b) de NIM + PAR, respectivamente. 

Outras condições ver Fig. 20 

Os DPR (n = 12) foram de 1,0% (a) e 0,9% (b) para a oxidação do PAR e de 0,5% (a) 

e 1,3% (b) para redução da NIM. Estes resultados demonstraram que o sistema BIA-MPA 

apresenta boa repetibilidade, o que prova que o fenômeno de contaminação ou passivação 

do eletrodo foi evitada, mesmo ao trabalhar com elevadas concentrações de NIM (adsorve 
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sobre os eletrodos sólidos) [170]. Apesar da elevada resistência à contaminação ou da 

desativação do eletrodo de BDD utilizado, os baixos valores de DPR somente foram 

obtidos após a aplicação dos pulsos de potenciais adicionais (-0,30 V/ 300 ms e +0,70 V/ 

300 ms). A possibilidade de utilização de pulsos de potenciais a fim de minimizar a 

contaminação ou a passivação de eletrodos sólidos pode ser considerada uma vantagem 

da MPA (condições hidrodinâmicas) sobre as técnicas voltamétricas (condições de estado 

estacionário). 

 

4.1.5. Aplicação do sistema BIA-MPA na determinação simultânea de NIM e 

PAR em formulações farmacêuticas  

A Figura 24 apresenta os amperogramas obtidos para injeções em triplicata de 

soluções contendo concentrações crescentes de PAR (a – e: 50 – 250 mg L-1) e NIM (a – 

e: 10 –50 mg L-1) e amostras adequadamente diluídas no eletrólito suporte (f – i). 
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Figura 24. (A) Amperogramas obtidos por BIA-MPA após injeções em triplicatas de 

cinco soluções padrão contendo, simultaneamente, concentrações crescentes de PAR (a 

– e: 50 a 250 mg L-1) e NIM (a – e: 10 a 50 mg L-1) e quatro amostras farmacêuticas 

devidamente diluídas em eletrólito de suporte (f – i); (B) Curva de calibração do PAR 

(r = 0,999); (C) Curva de calibração da NIM (r = 0,999). Outras condições ver Fig. 20. 

As curvas de calibração (Fig. 24B e 24C) apresentaram boa linearidade na faixa de 

concentração empregada, com as seguintes equações de calibração: 

NIM: i (µA) = 0,14733 ± 0,05735 + 0,25172 ± 0,00189 c (mg L-1); r = 0,999 

PAR: i (µA) = -0,39729 ± 0,35996 + 0,28486 ± 0,00485 c (mg L-1); r = 0,999 
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As soluções padrão injetadas em ordem crescente e decrescente de concentração 

apresentaram respostas semelhantes (baixo desvio no valor da inclinação das curvas), o 

que confirma que o fenômeno de efeito de memória ou contaminação do eletrodo foi 

prevenido, mesmo usando um eletrodo de trabalho sólido e não modificado. As 

características analíticas do método BIA-MPA para determinação simultânea de NIM e 

PAR são apresentadas na Tabela 2. 

Tabela 2. Características analíticas do método BIA-MPA para NIM e PAR 

Características NIM PAR 

Faixa Linear (mg L
-1

) 10,0 – 140,0 40,0 – 560,0 

r 0,999 0,999 

LD (mg L
-1

) 0,299 0,295 

LQ (mg L
-1

) 0,996 0,982 

Frequência analítica (injeções h
-1

)  46 46 

DPR intra-dia (n = 12) 1,3% 1,0% 

DPR inter-dia (n = 8) 2,1% 4,5% 

r = coeficiente de correlação linear; LD = Limite de detecção (3 SB/b; SB = desvio padrão do branco, n = 10, 

b = coeficiente angular da curva de calibração); LQ = Limite de quantificação (3,33 LD) 

 

O método BIA-MPA proposto foi usado para determinar PAR e NIM em quatro 

amostras farmacêuticas e os resultados foram comparados com os obtidos por HPLC. A 

Tabela 3 mostra os resultados das análises dessas amostras e seus respectivos desvios 

padrão (n = 3). 

Tabela 3. Comparação dos resultados obtidos para determinação simultânea de NIM e 

PAR por BIA-MPA e HPLC (n = 3). 

Amostras 
mg / comprimido NIM PAR 

NIM PAR BIA HPLC BIA HPLC 

1 100 300 103 ± 2 107 ± 3 305 ± 6 303 ± 6 

2 100 500 99 ± 1 100 ± 4 526 ± 8 510 ± 7 

3 100 300 97 ± 2 98 ± 3 295 ± 8 299 ± 8 

4 100 500 97 ± 1 99 ± 3 494 ± 6 504 ± 7 
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, não há diferenças 

estatisticamente significativas entre os resultados obtidos com o método BIA-MPA e o 

método de referência (HPLC), o que comprova a exatidão do método proposto. A análise 

estatística (Teste-t de student para amostras pareadas) foi usada na comparação dos 

resultados obtidos usando BIA-MPA e HPLC. A um nível de confiança de 95%, a média 

dos resultados encontrados em ambos os métodos podem ser considerada similar, uma 

vez que os valores do teste-t calculados foram menores que o valor crítico teórico (3,18; 

3 graus de liberdade). Além disso, o Test-F foi usado para avaliar a igualdade dos desvios 

padrão dos resultados obtidos pelos dois métodos e, em todos os casos, Fcalculado foi menor 

que o Fcrítico (19,0) em um nível de confiança de 95%. 

 

4.1.6. Comparação dos parâmetros analíticos obtidos por BIA-MPA e métodos 

publicados anteriormente. 

A Tabela 4 apresenta uma comparação entre as características analíticas do método 

proposto com métodos publicados anteriormente, os quais também estudaram a 

determinação simultânea de NIM e PAR. 

Alguns dos trabalhos publicados anteriormente apresentaram valores de LD menores 

que os obtidos por BIA-MPA. No entanto, baixos LDs não são requeridos em análises de 

formulações farmacêuticas, uma vez que os princípios ativos estão presentes em 

concentrações relativamente altas. O método proposto apresenta diversas vantagens 

quando comparado aos métodos analíticos já descritos para determinação simultânea de 

NIM e PAR, tais como: frequência analítica muito superior; preparo de amostra simples 

(somente dissolução e diluição, não necessita de filtração); não faz uso de reagentes de 

alta pureza; utiliza aparelhagem simples, de baixo custo (obtenção e manutenção) e com 
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características portáteis, podendo, assim, ser facilmente adaptada em laboratórios com 

infraestrutura limitada. 

Tabela 4. Comparação entre as características analíticas do método proposto e métodos 

analíticos anteriores para a determinação simultânea de NIM e PAR. 

Método Analitos 
Faixa Linear 

(mg L
-1

) 

r LD 

(mg L
-1

) 

DPR 

(%) 

F.A. 

(h
-1

) 
Ref. 

HPTLC 
NIM 60,7 – 182,2 0,995 - 0,65 1,33 

[12] 
PAR 195,6 – 586,8 0,992 - 0,75 1,33 

SP-UV 
NIM 5,0 – 30,0 0,999 0,08 0,16 - 

[2] 
PAR 1,0 – 11,0 0,999 0,34 0,63 - 

SP-UV-D 
NIM 5,0 – 50,0 0,999 0,60 0,11 - 

[13] 
PAR 5,0 – 80,0 0,999 0,13 0,47 - 

ESP-UV-M 
NIM 5,0 – 50,0 0,999 0,42 0,26 - 

[13] 
PAR 5,0 – 80,0 0,999 0,06 0,52 - 

HPLC-UV 
NIM 0,25 – 40,0 0,999 - - 4 

[17] 
PAR 0,25 – 40,0 0,999 - - 4 

HPLC-UV 
NIM 10,0 – 20,0 0,999 0,30 0,99 5 

[16] 
PAR 32,5 – 75,0 0,999 1,08 1,10 5 

HPLC-UV 
NIM 1,7 – 4,2 0,999 0,05 0,80 10 

[15] 
PAR 9,0 – 20,0 0,999 0,03 0,60 10 

HPLC-UV 
NIM 50,0 – 400,0 0,999 0,20 1,54 2 

[14] 
PAR 50,0 – 400,0 0,999 0,04 0,07 2 

HPLC-MS 
NIM 0,1 – 25,0 0,993 0,01 4,0 2 

[14] 
PAR 10,0 – 50,0 0,956 0,16 8,0 2 

BIA-MPA 
NIM 10,0 – 140,0 0,999 0,30 1,3 46 

Tese 
PAR 40,0 – 560,0 0,999 0,30 1,0 46 

HPTLC = cromatografia em camada delgada; SP-UV = espectrofotometria UV-VIS; SP-UV-D = espectrofotometria 

UV-VIS derivada; SP-UV-M = espectrofotometria UV-VIS com múltiplos comprimentos de onda; F.A. = frequência 

analítica. 
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4.2. Determinação simultânea de PRO e COD 

Algumas informações sobre PRO e COD foram obtidas a partir dos estudos 

disponibilizados na literatura [171, 172]: (i) O potencial de pico de oxidação da COD se 

desloca para valores mais negativos com o aumento do pH e a intensidade da corrente 

anódica máxima é obtida em pH próximo a 4,0 [171]; (ii) PRO apresenta dois picos 

anódicos, indicando que sua oxidação ocorre em duas etapas e a melhor sensibilidade da 

PRO para ambos os picos também ocorre em pH próximo a 4 [172]. Portanto, solução 

tampão acetato 0,10 mol L-1 (pH = 4,7) foi utilizado nos estudos subsequentes para a 

determinação simultânea de PRO e COD por BIA-MPA. 

 

4.2.1. Comportamento eletroquímico de PRO e COD empregando eletrodo de 

DDB 

O comportamento eletroquímico da PRO e da COD empregando eletrodo de BDD 

como eletrodo de trabalho foi estudado empregando a técnica estacionária de voltametria 

cíclica. O estudo foi realizado na janela de potencial de -0,20 a +1,50 V e em meio de 

solução tampão acetato 0,10 mol L-1 (pH = 4,7). A Figura 25 apresenta os voltamogramas 

cíclicos obtidos antes (—) e após a adição de 160 ou 203 mg L-1 de PRO (∙∙∙∙) ou COD (-

---), respectivamente. 
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Figura 25. Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando BDD como eletrodo de trabalho 

em meio de solução tampão acetato 0,10 mol L-1 (pH = 4,7), antes (—) e após a adição 

de 160 mg L-1 de PRO (∙∙∙∙) ou 203 mg L-1 de COD (----). Velocidade de varredura: 50 

mV s-1; Incremento de potencial: 5 mV 

Nessas condições, duas moléculas de COD são oxidadas a bis-COD próximo a 

+1,10 V envolvendo a transferência de dois elétrons e dois prótons [173-175]. Nenhum 

pico catódico foi observado na varredura reversa, sugerindo que o processo de oxidação 

não é reversível. A Figura 26 representa o esquema da reação de oxidação eletroquímica 

da COD. 

 

Figura 26. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica da COD [173]. 
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A PRO é oxidada em duas etapas sequenciais envolvendo dois elétrons e dois prótons, 

conforme previamente relatado na literatura [172, 176-178]. A primeira etapa de oxidação 

que ocorre próximo de + 0,75 V, está relacionada com a remoção de um elétron a partir 

do átomo de nitrogênio, e leva à formação de um cátion radical relativamente estável, o 

qual é então oxidado numa segunda etapa e resulta em sulfóxido de prometazina [177, 

179, 180]. No varredura inversa, um pico catódico foi observado em cerca de +0,35 V, 

que provavelmente corresponde à redução eletroquímica dos produtos de oxidação 

gerados em + 0,75 e + 1,25V [172]. A Figura 27 representa o esquema da reação 

eletroquímica envolvida. 

 

Figura 27. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica da PRO [177]. 



87 

O uso da solução tampão acetato 0,10 mol L-1 (pH = 4,70) como eletrólito suporte, 

além de ser de baixo custo e ambientalmente amigável, proporcionou uma boa separação 

entre os picos anódicos de PRO e COD (cerca de 350 mV), o que é útil para a 

determinação simultânea dos compostos.  

No estudo do comportamento eletroquímico da PRO e COD usando o sistema BIA, 

10 pulsos de potenciais sequenciais (0,00, +0,15, +0,30, +0,45, +0,60, +0,75, +0,90, 

+1,10, +1,30 e +1,50 V; tempo de aplicação: 100 ms cada) foram aplicados 

continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD posicionado no sistema BIA-MPA (Fig. 

28A). A corrente em cada pulso de potencial foi monitorada continuamente durante a 

injeção de uma solução contendo 50,0 mg L-1 de PRO (■) ou 80,0 mg L-1 de COD (○). A 

média das correntes detectadas (n = 2) em cada pulso de potencial foram usadas para 

construir o voltamograma hidrodinâmico para PRO e COD (Fig. 28B). 

 

Figura 28. (A) Amperogramas obtidos no sistema BIA-MPA após injeções em duplicatas 

de uma solução contendo 50 mg L-1 de PRO ou 80 mg L-1 de COD. (B) Voltamogramas 

hidrodinâmicos obtidos plotando a média dos valores de corrente em função dos pulsos 

de potencial aplicados. Eletrólito de suporte: 0,10 mol L-1 de solução tampão acetato 

(pH = 4,7); velocidade de injeção: 75 µL s-1; volume de injeção: 150 µL. 
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Como mostrado na Fig. 28, a oxidação de PRO e COD inicia em potenciais superiores 

a +0,45 e +1,10 V, respectivamente. Com base nesses voltamogramas hidrodinâmicos, o 

pulso potencial de +0,80 V (corrente anódica máxima da PRO) forneceu a oxidação da 

PRO sem interferência da COD e em +1,30 V (corrente anódica máxima da COD), ambos 

os compostos (PRO e COD) são oxidados. Esses dois pulsos de potenciais foram, então, 

selecionados nos estudos subsequentes, utilizando o sistema de BIA-MPA. 

 

4.2.2. Seleção dos pulsos de potenciais para determinação simultânea de PRO e 

COD por BIA-MPA 

A Figura 29 apresenta os amperogramas obtidos em +0,80 V/50 ms e em 

+1,30 V/50 ms para injeções em triplicata de soluções contendo 25,0 mg L-1 de PRO ou 

40,0 mg L-1 de COD ou ambos os compostos na mesma concentração (25,0 + 40,0 mg L-

1 de PRO + COD, respectivamente). Neste e nos próximos estudos, a relação entre as 

concentrações de PRO e COD usadas nos estudos foi semelhante à relação existente em 

amostras de xaropes comercialmente disponíveis (cada 5 mL de xarope contém 6,25 e 

10 mg de PRO e COD, respectivamente). 
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Figura 29. (A) Esquema de aplicação dos pulsos de potenciais; (B) Respostas obtidas 

(n = 3) com o sistema BIA-MPA para injeções de soluções contendo somente PRO (25 

mg L-1), somente COD (40 mg L-1) e a mistura de PRO + COD (25 + 40 mg L-1, 

respectivamente). Pulso de potencial de limpeza: 0,0 V/ 200 ms; Velocidade de agitação: 

1400 rpm; Volume de injeção: 150 µL; Velocidade de injeção: 75 µL s-1. 

A partir dos resultados apresentados na Fig. 29 foi possível observar que em +0,80 V, 

somente a PRO foi oxidada, enquanto que em + 1,30 V, tanto PRO quanto COD foram 

oxidadas. Além disto, a corrente de oxidação detectada em +0,80 V para PRO foi 

semelhante na presença ou ausência de COD, o que indica a ausência de qualquer 

interação química entre os compostos e que a COD não é oxidada em +0,80 V. Essa 

seletividade e estabilidade somente foi obtida aplicando alternadamente um terceiro pulso 

de potencial (0,0 V por 200 ms; etapa de limpeza eletroquímica e/ou condicionamento) 

durante o experimento. Esse pulso de potencial previne ou retarda a contaminação do 

eletrodo de BDD. Por exemplo, no estudo mostrado na Fig. 29 (aplicação dos três pulsos 

de potenciais durante 8 min), o pulso de potencial de limpeza (0,0 V/ 200 ms) foi aplicado 

durante 5,36 min (67% do tempo) e os outros dois pulsos de potenciais (+ 0,80 e + 1,30 V 

por 50 ms cada), onde pode ocorrer a contaminação, foram aplicados por apenas 2,64 min 
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(33% do tempo). Se o pulso de potencial de limpeza não é usado, o fenômeno de 

contaminação poderia ocorrer durante toda a análise (8 min). 

Foi observado também que a soma das correntes de oxidação detectadas em +1,30 V 

para a solução contendo apenas PRO (16,3 µA) ou apenas COD (22,6 µA) foram 

semelhantes a corrente de oxidação detectada para a solução contendo ambos os 

compostos na mesma concentração (Fig. 29; PRO + COD: 38,4 µA). Além disso, a 

corrente de oxidação da PRO não foi a mesma em + 0,80 V (13,9 µA) e + 1,30 V 

(16,3 µA). Devido a esta diferença, uma simples subtração entre as correntes detectadas 

nos dois pulsos de potenciais não permite acesso a corrente de oxidação proveniente 

apenas da COD. Para contornar este problema, um fator de correção (FC) que corresponde 

à diferença exata entre a corrente detectada para PRO em + 0,80 e + 1,30 V foi utilizado 

[128, 142, 181]. Este FC foi obtido através da injeção de uma solução contendo apenas 

PRO no sistema BIA e foi determinado utilizando a seguinte equação: 

FC = iPRO (+1,30 V) / i+0,80 V 

Em seguida, na injeção de soluções contendo PRO + COD, a corrente proveniente 

apenas de oxidação da COD em +1,30 V pode ser calculada usando a seguinte equação: 

iCOD = i+1,30V – (FC × i+0,80V) 

É importante salientar que o FC deve ser determinado em cada procedimento de 

calibração (através da injeção de uma solução contendo apenas PRO), pois pequenas 

variações podem ocorrer entre as análises realizadas em dias diferentes. 

 

 

 



91 

4.2.3. Otimização dos parâmetros experimentais do sistema BIA 

O desempenho do sistema BIA-MPA foi investigado com o intuito de melhorar a 

estabilidade, a sensibilidade e a frequência de amostragem. Os parâmetros experimentais 

estudados e otimizados foram os seguintes: velocidade de injeção (75 µL s-1), velocidade 

de agitação da solução no interior da célula (1400 rpm) e volume de injeção (150 µL). 

Usando os pulsos de potenciais propostos na Figura 29A, a corrente foi amostrada em 

cada amperograma de 300 em 300 ms (tempo total do esquema de pulsos: 50 + 50 + 200) 

e, dessa forma, um pico de 30 segundos de duração tem em média 100 pontos de 

amostragem de corrente, como pode ser observado na Figura 30.  

 

Figura 30. Picos transientes, com seus respectivos pontos de amostragem de corrente 

obtidos após a injeção de uma solução contendo PRO + COD (25 + 40 mg L-1, 

respectivamente) no sistema BIA-MPA. Outras condições ver Fig. 29 

De acordo com a Figura 30, observa-se três ou quatro aquisições de corrente no ápice 

de cada pico. A quantidade de aquisições de corrente por pico é um dado importante pois, 

na construção das curvas de calibração, utiliza-se a altura dos picos, e, portanto, pelo 
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menos uma aquisição de corrente no ápice de cada pico é suficiente para que o sistema 

tenha boa repetibilidade.  

A influência da agitação da solução no interior da célula BIA pode ser observada na 

Figura 31. Uma solução contendo 25 mg L-1 de PRO + 40 mg L-1 de COD foi injetada 

com e sem agitação da solução no interior da célula.  

 

Figura 31. Comparação entre os resultados obtidos por BIA-MPA com e sem a agitação 

da solução no interior da célula. Velocidade de agitação: 1400 rpm; solução injetada: 

25 mg L-1 de PRO + 40 mg L-1 de COD. Outras condições ver Fig. 29. 

A determinação simultânea de PRO e COD poderia ser realizada sem agitação da 

solução no interior da célula. Porém, sob agitação, o pico transiente retorna rapidamente 

para a linha base e a frequência de amostragem pode ser aumentada de 30 para 

74 injeções h-1. Além disso, os analitos e os seus respectivos produtos de oxidação são 

rapidamente removidos da superfície do eletrodo de trabalho (diluição rápida na solução 

contida no interior da célula BIA), o que reduz a possibilidade de contaminação do 

eletrodo de trabalho. 
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4.2.4. Estudo da repetibilidade do método 

A Figura 32 apresenta os resultados obtidos para sucessivas injeções (n = 10) de 

soluções contendo 10,0 + 16,0 mg L−1 (a) ou 50,0 + 80,0 mg L−1 (b) de PRO + COD, 

respectivamente. 

 

Figura 32. Estudo de repetibilidade. amperogramas obtidos para injeções sucessivas de 

soluções contendo 10 + 16 mg L-1 (a) ou 50 +80 mg L-1 (b) de PRO + COD, 

respectivamente. Outras condições ver Fig. 29. 

Neste estudo, o DPR (n = 10) foi de 1,3% (a) e 0,6% (b) para PRO e 1,6% (a) e 0,8% 

(b) para COD. Estes resultados indicam que o sistema BIA proposto apresentou boa 

repetibilidade diante dos parâmetros otimizados anteriormente, uma vez que os DPRs 

obtidos foram baixos e não foi observado efeito de memória entre as sucessivas injeções, 

mesmo trabalhando com soluções de diferentes concentrações. 
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4.2.5. Aplicação do sistema BIA-MPA na determinação simultânea de PRO e 

COD em formulações farmacêuticas  

A Figura 33 apresenta os amperogramas obtidos para injeções em triplicata de uma 

solução contendo apenas PRO (15,0 mg L-1), utilizada para calcular o FC, cinco soluções 

padrão contendo concentrações crescentes de PRO (a – e: 5,0 – 25,0 mg L-1) e COD (a – 

e: 8,0 – 40,0 mg L-1) e quatro amostras (f – i) adequadamente diluídas no eletrólito de 

suporte. As curvas de calibração para ambos os compostos foram preparadas, levando em 

consideração o intervalo de concentração no qual o FC foi relativamente constante (1,18 

± 0,02) e a relação de concentração entre PRO e COD em formulações farmacêuticas 

comerciais (1:1,6). 
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Figura 33. (A) Amperogramas obtidos por BIA-MPA após injeções (n = 3) de solução 

contendo PRO (15 mg L-1), cinco soluções padrão contendo simultaneamente 

concentrações crescentes de PRO (a – e: 5 – 25 mg L-1) e COD (a – e: 8-40 mg L-1), 

quatro amostras farmacêuticas devidamente diluídas (f, g, h e i) e etanol 99% (j) para 

limpeza do eletrodo após a injeção das amostras. Curvas de calibração sobrepostas (ordem 

ascendente e descendente) para COD (B) e PRO (C). Outras condições ver Fig. 29.  

As curvas de calibração (Fig. 33B e 33C) apresentaram boa linearidade na faixa de 

concentração estudada, com a obtenção das seguintes equações de calibração: 

PRO: i (µA) = 0,02429 ± 0,18449 + 0,42445 ± 0,01219 c (mg L-1); r = 0,998 
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COD: i (µA) = -0,40714 ± 0,36648 + 0,53736 ± 0,01513 c (mg L-1); r = 0,998 

As soluções padrão injetadas em ordem de concentração crescente e decrescente 

apresentaram resposta semelhante (baixos desvios nos valores das inclinações das 

curvas), o que confirma que o fenômeno de efeito de memória ou contaminação do 

eletrodo foi prevenido. No entanto, é importante salientar que o bom desempenho 

somente foi alcançado quando uma alíquota de 150 µL de EtOH foi injetada 

imediatamente após a injeção de duas amostras (j na Fig. 33A). Quando o EtOH não foi 

injetado, uma diminuição na intensidade de corrente, principalmente da COD, foi 

observada na curva decrescente (após a injeção das amostras), como pode ser observado 

na Figura 34. 
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Figura 34. (A) Amperogramas obtidos por BIA-MPA após injeções, em triplicatas, de 

solução contendo PRO (15 mg L-1), cinco soluções padrão contendo simultaneamente 

concentrações crescentes de PRO (a – e: 5 – 25 mg L-1) e COD (a – e: 8-40 mg L-1) e 

quatro amostras farmacêuticas devidamente diluídas (f, g, h e i). Curvas de calibração 

sobrepostas (ordem ascendente e descendente) para COD (B) e PRO (C). Outras 

condições ver Fig. 29. 

Provavelmente, outros componentes de matriz da amostra contaminavam o eletrodo 

de BDD causando obstrução progressiva da sua superfície. A injeção de alíquotas de 

EtOH após a injeção de duas amostras em triplicata promoveu uma limpeza eficiente da 

superfície do eletrodo, que pode ser observada com os resultados apresentados na Fig. 33. 
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Estudos demonstraram que a utilização da célula BIA, com 180 mL de eletrólito, permitiu 

até 36 injeções de alíquotas de 150 µL de EtOH sem causar mudança significativa na 

linha base e na sensibilidade. As características analíticas do método BIA-MPA para 

determinação simultânea de PRO e COD são mostradas na Tabela 5. 

Tabela 5. Características analíticas do método BIA-MPA para PRO e COD 

Características PRO COD 

Faixa Linear (mg L
-1

) 10,0 – 280,0 16,0 – 112,0 

r 0,998 0,998 

LD (mg L
-1

) 0,065 0,135 

LQ (mg L
-1

) 0,216 0,450 

Frequência analítica (injeções h
-1

)  74 74 

DPR intra-dia (n = 10) 1,3% 1,6% 

DPR inter-dia (n = 6) 5,8% 7,9% 

r = coeficiente de correlação linear; LD = Limite de detecção (3 SB/b; SB = desvio padrão do branco, n = 10, b = 

coeficiente angular da curva de calibração); LQ = Limite de quantificação (3,33 LD) 

 

O método BIA proposto foi usado para determinar PRO e COD em quatro amostras 

farmacêuticas e os resultados foram comparados com os obtidos por HPLC. A Tabela 6 

mostra os resultados obtidos na análise dessas amostras com seus respectivos desvios 

padrão (n = 3). 

Tabela 6. Comparação dos resultados obtidos na determinação simultânea de PRO e 

COD por BIA e HPLC (n = 3). 

Amostras 
mg / 5 mL de xarope PRO COD 

PRO COD BIA HPLC BIA HPLC 

1 6,3 10,0 6,2 ± 0,2 6,3 ± 0,2 9,1 ± 0,2 9,0 ± 0,4 

2 6,3 10,0 6,3 ± 0,2 6,7 ± 0,2 9,4 ± 0,1 9,6 ± 0,3 

3 6,3 10,0 6,1 ± 0,1 6,1 ± 0,2 9,3 ± 0,2 9,4 ± 0,2 

4 6,3 10,0 6,0 ± 0,2 6,4 ± 0,2 9,1 ± 0,3 9,1 ± 0,2 
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Os resultados obtidos por BIA-MPA para as quatro amostras foram semelhantes aos 

obtidos por HPLC. Os resultados obtidos com o método proposto foram comparados 

estatisticamente com método de HPLC utilizando o teste t de Student para amostras 

pareadas (nível de confiança de 95%) e o valor tcalculado foi de 0,78 para COD e de 4,04 

para PRO e, portanto, apenas o valor de COD foi menor do que o valor crítico (3,18; α = 

0,05). Entretanto, estudos para determinação simultânea de PRO e COD também foram 

realizados, por alunos do nosso grupo de pesquisa, utilizando eletroforese capilar com 

detecção condutométrica sem contato (CE-C4D). A Figura 35 apresenta os 

eletroferogramas obtidos para injeções sucessivas (n = 10) de soluções contendo PRO + 

COD (160 + 203 mg L-1). 

 

Figura 35. Eletroferogramas obtidos para injeções sucessivas (n = 10) de soluções 

contendo PRO e COD (160 e 203 mg L-1, respectivamente) e lítio como padrão interno 

(4,86 mg L-1); (*) pico desconhecido. Solução tampão de corrida: 1,8 mmol L-1 de ácido 

oxálico + 10 mmol L-1 de trietanolamina (pH = 8,4); potencial de separação: +25 kV (lado 

da injeção); injeção hidrodinâmica: 25 kPa por 0,6 s; comprimento total e efetivo do 

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente [182].  
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A média dos resultados obtidos para PRO, por BIA-MPA e CE-C4D, foram 

estatisticamente comparados e, nesse caso, o valor calculado (tcalculado) foi de 1,46 (menor 

que o valor crítico). Além disso, utilizou-se o teste F para avaliar a igualdade dos desvios 

padrão dos resultados obtidos e não houve diferença significativa a um nível de confiança 

de 95% (em todos os casos, Fcalculado < Fcritico = 19,0). 

 

4.2.6. Comparação dos parâmetros analíticos obtidos por BIA-MPA e métodos 

publicados anteriormente. 

As características analíticas de métodos publicados anteriormente para a 

determinação simultânea de PRO e COD foram comparadas com as obtidas por BIA-

MPA (Tabela 7). 

Tabela 7. Comparação entre as características analíticas do método proposto e métodos 

analíticos publicados anteriormente para a determinação simultânea de PRO e COD. 

Método Analitos 
Faixa Linear 

(mg L
-1

) 

r LD 

(mg L
-1

) 

DPR 

(%) 

F.A. 

(h
-1

) 
Ref. 

CE-AD 
PRO 0,03 – 1,96 0,999 0,001 2,5 3,8 

[24] 
COD 0,003 – 6,10 0,999 0,002 2,9 3,8 

MEKC 
PRO 5,0 × 10-4 – 0,08 0,999 1,6 × 10-4 4,6 7,5 

[25] 
COD 7,8 × 10-4 – 0,06 0,999 1,2 × 10-4 4,6 7,5 

CE-C4D 
PRO 58,0 – 290,0 0,997 20,0 4,1 74 

[182] 
COD 122,0 – 610,0 0,997 28,0 3,9 74 

BIA-MPA 
PRO 10,0 – 280,0 0,998 0,07 1,3 74 

Tese 
COD 16,0 – 112,0 0,998 0,14 1,6 74 

CE-AD = eletroforese capilar com detecção amperométrica; MEKC = cromatografia eletrocinética micelar; F.A. = 

frequência analítica. 

A faixa linear e os LDs obtidos pelo método proposto são maiores que aqueles 

reportados nos estudos anteriores para determinação simultânea de PRO e COD usando 

CE-AD e MEKC [24, 25]. No entanto, baixos LDs não são necessários em análises de 
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formulações farmacêuticas, uma vez que diluição excessiva das amostras pode levar a 

erros. Como vantagens do sistema BIA-MPA podemos citar a maior rapidez nas análises 

(74 h-1) e etapa de preparação de amostras mais simples (sem filtração). Quando o sistema 

BIA-MPA é comparado com CE-C4D, a vantagem está no LD e na estabilidade de resposta. 
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4.3. Determinação simultânea de AMD e FMD 

4.3.1. Comportamento eletroquímico de AMD e FMD empregando eletrodo de 

BDD 

O comportamento eletroquímico da AMD e da FMD usando BDD como eletrodo de 

trabalho (Fig. 36) foi previamente investigado utilizando 0,04 mol L-1 de solução tampão 

BR, preparado em meio de água/MetOH (70:30), em diferentes valores de pH (2,0, 4,0, 

6,0, 8,0 e 10,0). Nesse estudo foi utilizada a técnica de voltametria cíclica na janela de 

potencial de 0,00 a +1,60 V. 

 

Figura 36. (A) Influência do pH nos potenciais de oxidação da AMD e FMD. (B) 

Voltamogramas cíclicos obtidos com eletrodo BDD em meio de 0,04 mol L-1 de solução 

tampão BR (pH = 10) preparado em água/MetOH (70:30) antes (—) e após a adição de 

200,0 mg L-1 de AMD (∙∙∙∙) ou 800,0 mg L-1 de FMD (- - -). Velocidade de varredura: 

50 mV s-1; Incremento de potencial: 5 mV 

Como pode ser observado na Figura 36A, a melhor seletividade (maior separação 

entre os picos de oxidação de AMD e FMD) foi obtida em pH = 10. A Figura 36B 

apresenta os voltamogramas cíclicos obtidos em meio de solução tampão BR (Britton 

Robinson) 0,04 mol L-1 (pH = 10) sem (—) e com a adição de 200,0 mg L-1 de AMD (∙∙∙∙) 

ou 800,0 mg L-1 de FMD (- - -). Nesse e nos estudos seguintes, a relação entre as 

concentrações de AMD e FMD é semelhante à relação existente entre esses princípios 
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ativos em amostras comercialmente disponíveis (10,0 e 40,0 mg de AMD e FMD, 

respectivamente). 

A Fig. 36A mostra que o potencial de oxidação de AMD e FMD é deslocado para 

valores mais negativos com o aumento do pH da solução de eletrólito de suporte. Três 

regiões podem ser destacadas: 

 pH < 6,0: a diferença do potencial de oxidação entre estas espécies é inferior a 

0,04 V; 

 pH = 6,0: o potencial de oxidação é +1,16 V para as duas espécies; 

 pH > 6,0: nenhuma variação significativa no potencial de oxidação da FMD é 

observada (+1,15 V), enquanto que o potencial de oxidação da AMD diminui 

para +0,90 V em solução com pH = 10. Nesta condição, a diferença entre os picos 

de oxidação de AMD e FMD é máxima ( 0,25 V).  

Após estes estudos, o pH = 10 foi selecionado para a determinação simultânea da 

AMD e da FMD usando BIA-MPA, uma vez que nesta condição foi obtida a melhor 

seletividade (maior separação entre os potenciais de oxidação dos compostos). 

Com base nos voltamogramas cíclicos da Fig. 36B, a oxidação da AMD tem início a 

cerca de +0,75 V e atinge um máximo a cerca de +0,90 V, enquanto que a oxidação da 

FMD se inicia em +0,90 V e atinge um máximo aproximadamente em +1,15 V. Nenhum 

pico de redução foi observado para estas espécies na varredura reversa, sugerindo que o 

processo é irreversível em tais condições. De acordo com a literatura [183-185], a 

eletrooxidação da FMD promove a transição eletrônica π – π* (excitação) devido à 

formação da ligação C=N. O mecanismo de oxidação eletroquímica pode ser observado 

na Figura 37 e envolve a transferência de dois elétrons e dois prótons.  
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Figura 37. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica da FMD.  

Dependendo do pH, dois picos voltamétricos podem ser observados. Nesse estudo, o 

primeiro pico ocorre em toda a faixa de pH estudados, o que corresponde a oxidação da 

amina na posição 6 [185], mas o segundo só existe até pH 6,0, que corresponde a 

ionização do grupo carboxílico [185]. É importante destacar aqui que, para a construção 

da curva de pH vs E foi utilizado apenas o primeiro pico de oxidação da FMD. 

Para a AMD, somente um pico de oxidação foi observado na faixa de pH estudada. 

De acordo com a literatura [186, 187], esse pico anódico pode ser atribuído à oxidação 

do grupo amino e envolve a transferência de 2 prótons e 2 elétrons, como pode ser 

observado na Figura 38. 
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Figura 38. Esquema do provável mecanismo da oxidação eletroquímica da AMD. 

O comportamento eletroquímico da AMD e da FMD também foi investigado usando 

o sistema BIA-MPA. Neste e nos estudos subsequentes, 0,10 mol L-1 de solução tampão 

borato (pH = 10) preparado em água/MetOH (70:30; v/v) foi usado como eletrólito de 

suporte. A preparação desta solução tampão é mais simples (em relação a solução tampão 

BR) e o comportamento eletroquímico das espécies nesse meio foi semelhante. A Figura 

39A mostra os resultados obtidos quando 10 pulsos de potenciais sequenciais (+0,20, 

+0,40, +0,60, +0,80, +0,90, +1,00, +1,10, +1,20, +1,30 e +1,40 V; 100 ms cada) foram 

aplicados continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD posicionado no sistema de BIA-

MPA. A corrente em cada pulso de potencial foi monitorada continuamente durante duas 

soluções com composições diferentes: (i) 30,0 mg L-1 de AMD (■) ou (ii) 120,0 mg L-1 

de FMD (○). A média da corrente detectada (n = 3) em cada pulso de potencial foi 

utilizada para construir o voltamograma hidrodinâmico para AMD e FMD (Figura 39B). 
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Figura 39. (A) Amperogramas obtidos com o sistema BIA-MPA após injeções em 

triplicata de solução contendo 30 mg L-1 de AMD ou 120 mg L-1 de FMD. 

(B)  Voltamogramas hidrodinâmicos obtidos após plotar a média dos valores de corrente 

em função do pulso de potencial correspondente. Eletrólito de suporte: 0,10 mol L-1 de 

solução tampão borato em água/ MetOH (70:30); velocidade de injeção: 75 µL s-1; 

volume de injeção: 150 µL. 

Com base nesses voltamogramas hidrodinâmicos, podemos observar que na região 

entre +0,80 e +0,85 V, somente a AMD é oxidada, sem a interferência de FMD. Em 

potenciais maiores que +0,90 V, ambos os compostos foram oxidados. Além disso, a 

diferença entre a oxidação da FMD e AMD em +1,20V é bastante acentuada. 

 

4.3.2. Seleção dos pulsos de potenciais para determinação simultânea de AMD 

e FMD por BIA-MPA 

Com base nos resultados apresentados nas Figuras 36 e 39, a estratégia proposta para 

verificar a possibilidade de determinação simultânea de AMD e FMD por BIA-MPA foi 

através da aplicação dos seguintes pulsos de potenciais: 

 +0,85 V/50 ms  oxidação da AMD, sem a interferência de FMD; 

 +1,20 V/50 ms  oxidação de ambas as espécies (AMD e FMD); 
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 +0,50 V/200 ms  limpeza/reativação/condicionamento eletroquímico da 

superfície do eletrodo de trabalho. 

A Figura 40 apresenta os amperogramas obtidos em +0,85 V/50 ms e em 

+1,20 V/50 ms para injeções em triplicata de soluções contendo 30,0 mg L-1 de AMD ou 

120,0 mg L-1 de FMD ou ambos os compostos na mesma concentração (30,0 + 

120,0 mg L-1 de AMD + FMD, respectivamente).  

 

Figura 40. (A) Esquema de aplicação dos pulsos de potenciais; (B) Amperogramas 

obtidos com o sistema BIA-MPA para injeções em triplicata de soluções contendo 

somente AMD (30 mg L-1), somente FMD (120 mg L-1) e AMD + FMD (30 + 

120 mg L-1). Pulso de potencial de limpeza: + 0,50 V/ 200 ms; Velocidade de agitação: 

1400 rpm; Volume de injeção: 150 µL; Velocidade de injeção: 75 µL s-1  

Como pode ser observado na Fig. 40, a corrente de oxidação da AMD detectada em 

+0,85 V foi semelhante na presença ou ausência de FMD, indicando a ausência de 

interferência de FMD neste pulso de potencial e de qualquer interação química entre os 

compostos. Além disso, a soma das correntes de oxidação detectadas em +1,20 V para 

soluções contendo apenas AMD (8,2 µA) ou apenas FMD (28,5 µA) foram semelhantes 
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com a corrente de oxidação detectada para a solução contendo ambos os compostos com 

a mesma concentração (Fig. 40; AMD + FMD: 36,3 µA). Além disso, a corrente de 

oxidação da AMD não é a mesma em +0,85 V (5,11 µA) e +1,20 V (8,21 µA). Como já 

discutido no item 4.2.2, devido a esta diferença, uma simples subtração entre as correntes 

detectadas nos dois pulsos de potenciais não dá acesso a corrente de oxidação da FMD. 

Desta forma, para contornar este problema, propomos novamente o uso de um FC, que 

corresponde à diferença exata entre a corrente detectada para AMD em +0,85 e +1,20 V. 

O FC pode ser determinado injetando uma solução contendo apenas AMD no sistema de 

BIA-MPA e através do uso da seguinte equação: 

FC = iAMD (+1,20 V)/i+0,85 V 

Em seguida, na injeção de soluções contendo AMD + FMD, a corrente proveniente 

apenas de oxidação da FMD em +1,20 V pode ser calculada usando a seguinte equação: 

iFMD = i+1,20 V – (FC × i+0,85 V) 

O valor do FC mostrou-se constante quando soluções contendo diferentes 

concentrações de AMD (6,0 – 30 mg L-1) foram injetadas no sistema BIA-MPA. Como 

já dito anteriormente (item 4.2.2), podem ocorrer variações no valor do FC obtidos em 

diferentes dias, portanto, o mesmo deve ser calculado todos os dias antes das análises, 

juntamente com a curva de calibração.  

 

4.3.3. Otimização dos parâmetros experimentais do sistema BIA-MPA 

A influência dos parâmetros experimentais ou hidrodinâmicos foi estudada com o 

intuito de melhorar as características como estabilidade, sensibilidade e frequência de 

amostragem do sistema BIA-MPA. Os valores otimizados foram os seguintes: velocidade 
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de injeção de 75 µL s-1, o volume de injeção de 150 µL e a velocidade de agitação da 

solução de 1400 rpm. Nessas condições, o pico transiente apresentou duração em torno 

de 14 s (0,33 min) e, usando o esquema de aplicação dos pulsos de potencial propostos 

na Fig. 40A, o tempo de amostragem de corrente em cada amperograma foi de 300 ms 

(tempo total do esquema de pulsos: 50 + 50 + 200 ms). Dessa forma, um pico de 14 

segundos de duração tem em média 47 pontos de amostragem de corrente, como pode ser 

observado na Figura 41. No ápice de cada pico há três amostragens de corrente, 

considerado suficiente para uma boa estabilidade do método, como já discutido 

anteriormente (itens 4.1.3 e 4.2.3). 

 

Figura 41. Picos transientes, com seus respectivos pontos (~47 pontos/pico), obtidos após 

a injeção de uma solução contendo AMD + FMD (18 + 72 mg L-1, respectivamente) no 

sistema BIA-AMP. Outras condições ver Fig. 28. 

A influência da agitação da solução contida no interior da célula BIA pode ser 

observada na Figura 42, que mostra os resultados obtidos utilizando BIA com e sem 

agitação da solução no interior da célula.  
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Figura 42. Comparação entre os resultados obtidos por BIA-MPA com e sem a agitação 

da solução contida no interior da célula. Velocidade de agitação: 1400 rpm; solução 

injetada: 18 mg L-1 de AMD + 72 mg L-1 de FMD. Outras condições ver Fig. 40. 

Semelhante ao observado no item 4.2.3, essa análise pode ser realizada com ou sem 

agitação da solução, a diferença é que, sob agitação, a frequência de amostragem pode 

ser aumentada de 50,0 para 72,0 injeções h-1. Isto ocorre porque os analitos e os seus 

respectivos produtos de oxidação são rapidamente removidos da superfície do eletrodo 

de trabalho, aumentando a frequência analítica e reduzindo a probabilidade de 

contaminação da superfície do eletrodo. 

 

4.3.4. Estudo da repetibilidade do método 

Para estudar a estabilidade de resposta do eletrodo de BDD no sistema BIA-MPA, 

injeções sucessivas (n = 10) de soluções contendo 6,0 + 24,0 mg L-1 (a) ou 30,0 + 

120,0 mg L-1 (b) de AMD + FMD, respectivamente, foram realizadas. A Figura 43 

apresenta os resultados obtidos. 
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Figura 43. Estudo de repetibilidade. Amperogramas obtidos após injeções de soluções 

contendo somente AMD (18 mg L-1) para o cálculo do FC, (a) 6 e 24 mg L-1 ou (b) 30 e 

120 mg L-1 de AMD e FMD, respectivamente. Outras condições ver Fig. 40. 

O DPR foi de 1,1 (a) e 0,4% (b) para AMD e de 0,5 (a) e 0,3% (b) para FMD. Esses 

resultados indicam que o sistema BIA apresentou boa estabilidade, mesmo trabalhando 

com soluções de concentrações muito diferentes (semelhante aos itens 4.1.4 e 4.2.4), uma 

vez que nenhum efeito de memória entre sucessivas injeções foi observado. Essa 

estabilidade só foi obtida com aplicação do pulso de potencial de +0,50 V/200 ms, 

evitando, assim, problemas relacionados com a contaminação/passivação da superfície 

do eletrodo de trabalho. 

 

4.3.5. Aplicação do sistema BIA-MPA na determinação simultânea de AMD e 

FMD em formulações farmacêuticas  

A Figura 44 apresenta os amperogramas obtidos para injeções em triplicata de 

soluções contendo apenas AMD (a: 18,0 mg L-1), utilizada para calcular o FC, cinco 
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soluções padrão contendo concentrações crescentes de AMD (b – f: 6,0 – 30,0 mg L-1) e 

FMD (b – f: 24,0 – 120,0 mg L-1) e quatro amostras (g – j) adequadamente diluídas no 

eletrólito de suporte. As curvas de calibração para ambos os compostos foram 

construídas, levando em consideração o intervalo de concentração para a qual o FC foi 

relativamente constante (1,58 ± 0,03). 

 

Figura 44. (A) Amperogramas obtidos no sistema BIA-MPA após a injeção em triplicata 

de AMD (a: 18 mg L-1; para o cálculo do FC), cinco soluções padrão contendo 

simultaneamente concentrações crescentes de AMD (b – f: 6 a 30 mg L-1) e FMD (b – f: 

24 a 120 mg L-1), e quatro amostras farmacêuticas (g, h, i e j) devidamente diluídas em 
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eletrólito de suporte; Curvas de calibração de (B) FMD e (C) AMD. Outras condições ver 

Fig. 40. 

As curvas de calibração (Fig. 44B e 44C) apresentaram boa linearidade na faixa de 

concentração estudada, com as seguintes equações de calibração: 

AMD: i (µA) = 0,0041 ± 0,0090 + 0,0210 ± 0,0005 c (mg L-1); r = 0,999 

FMD: i (µA) = -0,0679 ± 0,0680 + 0,0339 ± 0,0009 c (mg L-1); r = 0,998 

As soluções padrão injetadas em ordem de concentração crescente e decrescente 

apresentaram respostas semelhantes (baixo desvio no valor da inclinação das curvas 

< 0,22%), o que confirma que o fenômeno de efeito de memória ou contaminação do 

eletrodo foi prevenido. As características analíticas do método BIA para determinação 

simultânea de AMD e FMD são mostradas na Tabela 8. 

Tabela 8. Características analíticas do método BIA-MPA para AMD e FMD. 

Características AMD FMD 

Faixa Linear (mg L
-1

) 3,0 – 160,0 12,0 – 160,0 

r 0,997 0,996 

LD (mg L
-1

) 0,13 0,94 

LQ (mg L
-1

) 0,43 3,13 

Frequência analítica (injeções h
-1

)  72,0 72,0 

DPR intra-dia (n = 10) 1,1% 0,5% 

DPR inter-dia (n = 6) 4,8% 5,5% 

r = coeficiente de correlação linear; LD = Limite de detecção (3 SB/b; SB = desvio padrão do brancon, n = 10, b = 

coeficiente angular da curva de calibração); LQ = Limite de quantificação (3,33 LD) 

 

O desempenho do método BIA-MPA proposto foi testado na determinação simultânea 

de AMD e FMD em quatro amostras farmacêuticas e os resultados obtidos foram 

comparados com os obtidos por HPLC. A Tabela 9 mostra os resultados obtidos nas 

análises dessas amostras com seus respectivos desvios padrão (n = 3). 
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Tabela 9. Comparação dos resultados obtidos para determinação simultânea de AMD e 

FMD por BIA e HPLC (n = 3). 

Amostras 
mg / capsula AMD FMD 

AMD FMD BIA HPLC BIA HPLC 

1 10,0 40,0 10,4 ± 0,2 10,1 ± 0,2 36,4 ± 0,6 37,7 ± 0,7 

2 10,0 40,0 9,2 ± 0,2 9,6 ± 0,2 38,5 ± 0,4 38,7 ± 0,6 

3 10,0 40,0 10,0 ± 0,1 10,0 ± 0,2 39,3 ± 0,4 39,8 ± 0,6 

4 10,0 40,0 9,9 ± 0,2 9,6 ± 0,2 36,7 ± 0,6 37,9 ± 0,6 

 

O teste t de Student para amostras pareadas foi usado para comparar os valores obtidos 

por HPLC com os encontrados utilizando o método BIA proposto. Em um nível de 

confiança de 95%, os resultados médios de ambos os métodos podem ser considerados 

semelhantes (tcalculado < tcrítico = 3,18; 3 graus de liberdade). Além disso, o teste F foi 

utilizado para avaliar a igualdade dos desvios padrão dos resultados obtidos por ambos 

os métodos e, em todos os casos, o Fcalculado foi inferior ao Fcrítico (19,0), a um nível de 

95% de confiança. 

 

4.3.6. Comparação dos parâmetros analíticos obtidos por BIA-MPA e métodos 

publicados anteriormente. 

A comparação dos parâmetros analíticos obtidos por BIA-MPA e por métodos 

disponíveis na literatura, que também descreveram a determinação simultânea de AMD 

e FMD, é apresentada na Tabela 10. 
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Tabela 10. Comparação entre as características analíticas do método proposto e métodos 

analíticos anteriores para a determinação simultânea de AMD e FMD. 

Método Analitos 
Faixa Linear 

(mg L
-1

) 

r LD 

(mg L
-1

) 

DPR 

(%) 

F.A. 

(h
-1

) 
Ref. 

SP-1D 
AMD 0,02 – 36,7 0,999 4,8 × 10-3 0,9 - 

[29] 
FMD 0,02 – 26,5 0,989 6,6 × 10-3 0,6 - 

SP-PLS-1 
AMD 1,0 – 1,6 0,999 0,022 1,0 - 

[40] 
FMD 8,0 – 13,0 0,999 0,062 0,5 - 

HPLC-FL 
AMD 5,0 × 10-3 – 0,05 - 7,5 × 10-6 4,1 - 

[30] 
FMD 0,01 – 1,0 - 1,0 × 10-4 3,5 - 

HPLC-

UV/FL 

AMD 5,0 × 10-4– 0,03 0,999 2,5 × 10-4 10,8 - 
[31] 

FMD 0,03 – 3,0 0,999 0,01 7,3 - 

HPLC-UV 
AMD 0,1 – 0,35 0,999 0,05 2,1 4 

[41] 
FMD 0,8 – 2,8 0,997 0,1 2,6 4 

HPLC-UV 
AMD 5,0 – 30,0 0,999 1,2 × 10-3 0,2 6 

[42] 
FMD 40,0 – 240,0 0,999 5,3 × 10-3 0,3 6 

HPLC-UV 
AMD 5,0 – 80,0 0,999 0,23 1,1 24 

[43] 
FMD 10,0 – 100,0 0,999 0,28 1,5 24 

C-ITP 
AMD 0,05 – 1,0 0,998 0,04 2,9 2,4 

[44] 
FMD 0,05 – 1,0 0,998 0,05 1,8 2,4 

CE 
AMD - - 0,31 2,2 12 

[45] 
FMD - - 0,66 2,2 12 

EF-SFE 
AMD 3,2 × 10-4 – 0,8 0,992 9,6 × 10-5 1,4 - 

[27] 
FMD 1,3 × 10-3 – 4,0 0,998 4,0 × 10-4 1,2 - 

EF-SFE 
AMD 3,7 × 10-4 – 0,8 0,999 1,1 × 10-4 3,8 - 

[28] 
FMD 1,2 × 10-3 – 4,0 0,997 3,5 × 10-4 5,2 - 

GC-MS 
AMD 2,8 – 10,0 1,0 2,8 - 15 

[46] 
FMD 0,01 – 2,0 0,999 0,01 9,6 15 

BIA-MPA 
AMD 3,0 – 160,0 0,997 0,13 1,1 72 

Tese 
FMD 12,0 – 160,0 0,996 0,94 0,5 72 

SP-1D = espectrofotometria digital de derivada primeira; SP-PLS-1 = espectrofotometria com calibração multivariada 

PLS-1; HPLC-UV/FL = HPLC com detecção de fluorescência (AMD) e UV (FMD); HPLC-UV = HPLC com detecção 

UV; CE = eletroforese capilar; C-ITP = isotacoforese capilar; EF-SFE = espectrofluorimetria com extração em fase 

sólida; GC-MS = cromatografia gasosa com detecção por espectrometria de massa; F.A. = frequência analítica. 
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Alguns dos trabalhos publicados anteriormente realizaram a determinação simultânea 

de AMD e FMD em amostras de soro, plasma ou urina [28, 30, 41, 44, 46]. Nesses tipos 

de amostras, é importante ter ampla faixa linear e baixos LDs, uma vez que nestas 

amostras, os princípios ativos provavelmente se encontram em níveis traços. No entanto, 

como já discutido anteriormente, baixos LDs não são necessários em determinações de 

princípios ativos em medicamentos (proposta desse trabalho). Além disso, quando 

comparada com métodos anteriormente publicados, a técnica BIA-MPA mostrou ser 

muito mais rápida (72 h-1), simples, econômica, sem etapas trabalhosas de preparo de 

amostras e facilmente adaptável em laboratórios com mínima infra-estrutura. 

Adicionalmente, é importante salientar, que o método proposto, provavelmente teria 

problemas com seletividade se aplicado a análise de amostras mais complexas (soro, 

plasma ou urina).  
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4.4. Determinação simultânea de SMX, TMP e FZP por BIA-MPA 

A partir de estudos disponibilizados na literatura [47, 188-190], que descrevem a 

determinação simultânea de SMX e TMP por métodos eletroquímicos, algumas 

informações sobre os compostos estudados neste trabalho foram obtidas: (i) SMX e TMP 

apresentam baixa solubilidade em água e o uso de um solvente orgânico faz-se necessário 

[47, 188, 189] ; (ii) a melhor separação entre os picos de oxidação dos dois compostos 

usando BDD com eletrodo de trabalho ocorre em soluções com pH em torno de 7,0 [189, 

190] e, portanto, esse meio foi mantido para estudar a possibilidade de determinação 

simultânea dos três compostos. 

 

4.4.1. Comportamento eletroquímico de SMZ, TMP e FZP empregando 

eletrodo de BDD 

Por meio da voltametria cíclica, o comportamento eletroquímico do SMX, da TMP e 

da FZP foi investigado utilizando BDD como eletrodo de trabalho e solução tampão 

fosfato 0,05 mol L-1 (pH = 7,0) em meio de água/MetOH (70:30). A Figura 45 apresenta 

os voltamogramas cíclicos obtidos antes (—) e após a adição de 250 mg L-1 de FZP (·  ̶· ̶ 

·), 253 mg L-1 de SMX ( ̶   ̶   ̶ ) ou 290 mg L-1 TMP (∙∙∙∙), na janela de potencial entre -

0,50 e +1,40 V. 
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Figura 45. Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando eletrodo de BDD e solução tampão 

fosfato 0,05 mol L-1 (pH = 7,0) em água/MetOH (70:30) antes (—) e após a adição de 

250, 253 ou 290 mg L-1 de FZP (· ̶ · ̶ ·), SMX ( ̶   ̶   ̶ ) ou TMP (∙∙∙∙), 

respectivamente.Velocidade de varredura: 50 mV s-1; Incremento de potencial: 5 mV. 

Nessas condições, a oxidação eletroquímica do SMX inicia em potenciais superiores 

a +0,75 V, com a transferência de dois prótons e dois elétrons formando 

iminobenzoquinona [48, 188, 189, 191]. Na varredura reversa, um pequeno pico catódico 

é observado em potenciais inferiores a 0,00 V [191] e corresponde a redução do grupo –

SO2– [192]. O mecanismo da eletrooxidação do SMX pode ser observado na Figura 46. 

 

Figura 46. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica do SMX. 
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A eletrooxidação da TMP envolve a transferência de 4 elétrons [193] levando a 

formação do seu derivado nitroso em potenciais superiores a +1,00 V. Nenhuma corrente 

catódica foi observada na varredura reversa. A Figura 47 representa o esquema do 

mecanismo da eletrooxidação da TMP. 

 

Figura 47. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica da TMP. 

O voltamograma cíclico da FZP exibiu um pico de oxidação em potenciais maiores 

que +0,50 V e um pequeno pico de redução, na varredura reversa, em potenciais inferiores 

a 0,00 V. De acordo com a literatura [59, 194, 195], o processo redox envolve a 

transferência de dois elétrons e dois prótons do grupo azo da FZP (em duas etapas) com 

a formação de dois átomos de :N: e, em seguida, uma reação de dimerização pode ocorrer 

entre esses dois átomos de :N:, como pode ser observado na Figura 48. 
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Figura 48. Esquema do mecanismo da oxidação eletroquímica da FZP. 

O uso da solução tampão fosfato 0,05 mol L-1 (pH = 7,0) em meio de água/MetOH 

(70:30) como eletrólito suporte proporcionou boa separação entre os picos anódicos do 
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SMZ, da TMP e da FZP (aproximadamente 200 mV), o que é suficiente se o objetivo é a 

determinação simultânea de dois ou mais compostos. 

O comportamento eletroquímico do SMX, da TMP e da FZP também foi investigado 

usando o sistema BIA-MPA. A Figura 49A mostra os resultados obtidos quando 10 pulsos 

potenciais sequenciais (0,00, +0,20, +0,40, +0,60, +0,80, +1,00, +1,10, +1,20, +1,30 e 

+1,40 V; tempo de aplicação:100 ms cada) foram aplicados continuamente ao eletrodo 

de trabalho de BDD posicionado no sistema BIA. A corrente em cada pulso de potencial 

foi monitorada continuamente durante a injeção de uma solução contendo 10,0 mg L-1 de 

TMP (○), 50,0 mg L-1 de SMX (■) ou 6,3 mg L-1 de FZP (▲). A média da corrente 

detectada (n = 3) em cada pulso de potencial foi calculada e utilizada para construir o 

voltamograma hidrodinâmico para SMX, TMP e FZP (Figura 49B). Nesse e nos estudos 

seguintes, a relação de concentração entre os princípios ativos foi similar aos encontrados 

em amostras farmacêuticas disponíveis comercialmente (50,0, 80,0 e 400,0 mg de FZP, 

TMP e SMX, respectivamente). 

 

Figura 49. (A) Amperogramas obtidos com o sistema BIA-MPA após injeções em 

triplicatas de soluções contendo somente TMP (10 mg L-1), somente SMX (50 mg L-1) ou 

somente FZP (6,3 mg L-1); (B) Voltamogramas hidrodinâmicos obtidos plotando a média 

dos valores dos picos de corrente em função dos correspondentes pulsos de potenciais 
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aplicados. Eletrólito de suporte: 0,05 mol L-1 de solução tampão fosfato (pH = 7,0) em 

água/MetOH (70:30); velocidade de injeção: 75 µL s-1; volume de injeção: 150 µL. 

A partir desses voltamogramas hidrodinâmicos pode-se concluir que entre +0,40 e 

+0,80 V somente FZP é oxidada sem interferência do SMX e da TMP. No pulso de 

potencial +1,00 V, SMX e FZP são oxidados e em pulsos de potenciais superiores a 

+1,00 V, os três compostos (FZP + SMX + TMP) são oxidados. Além disso, os produtos 

de oxidação do SMX e FZP foram detectados (redução eletroquímica) em 0,00 V. TMP 

apresentou corrente anódica máxima em +1,30 V.  

 

4.4.2. Seleção dos pulsos de potenciais para determinação simultânea de SMX, 

TMP e FZP por BIA-MPA 

Com base nos resultados apresentados no item 4.4.1, os pulsos de potenciais 

selecionados para a determinação simultânea de SMX, TMP e FZP usando o sistema de 

BIA-MPA foram:  

 +0,75 V/50 ms  Oxidação de FZP, sem interferência de TMP e SMX; 

 +1,00 V/50 ms  Oxidação da FZP e SMX, sem interferência de TMP; 

 +1,30 V/50 ms  Oxidação das três espécies (SMX +FZP +TMP); 

 +1,80 V/200 ms  Limpeza/reativação da superfície do eletrodo de BDD; 

 +0,20 V/100 ms  Limpeza/reativação/condicionamento da superfície do 

eletrodo de BDD; 

A aplicação desses dois últimos pulsos de potenciais (+1,80 V/200 ms e 

+0,20 V/100 ms) foi necessária para evitar a contaminação/passivação da superfície do 

eletrodo de trabalho (BDD). 
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A Figura 50 apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de potenciais 

selecionados para injeções em duplicata de soluções contendo 10,0 mg L-1 de TMP ou 

50,0 mg L-1 de SMX ou 6,25 mg L-1 de FZP ou os três compostos simultaneamente na 

mesma concentração (10,0 mg L-1 de TMP + 50,0 mg L-1 de SMX + 6,25 mg L-1 de FZP). 

 

Figura 50. (A) Esquema de aplicação dos pulsos de potenciais; (B) Amperogramas 

obtidos por BIA-MPA após injeção de soluções (n = 2) contendo somente TMP (10 mg 

L-1), somente SMX (50 mg L-1), somente FZP (6,3 mg L-1) e TMP + SMX + FZP (10 + 

50 + 6,3 mg L-1, respectivamente). Pulsos de potenciais de limpeza: + 1,80 V/ 200 ms e 

+ 0,20 V/ 100 ms; Velocidade de agitação: 1400 rpm; Volume de injeção: 150 µL; 

Velocidade de injeção: 75 µL s-1.  

Respostas similares foram obtidas em +0,75 V para soluções contendo somente FZP 

ou os três compostos estudados (TMP + SMX + FZP). Esses resultados mostram que a 

FZP pode ser detectada em +0,75V sem a interferência de SMX e TMP. Em +1,00 V, 

SMX e FZP foram detectados sem a interferência da TMP. Nesse pulso de potencial SMX 

pode ser determinado seletivamente se a corrente de oxidação da FZP for previamente 

subtraída. Em +1,30 V, os três compostos foram detectados. TMP pode ser seletivamente 

determinada nesse pulso de potencial se as correntes de oxidação da FZP e SMX forem 

previamente subtraídas. O uso da estratégia de subtração de corrente é viável no método 



124 

proposto porque a soma das correntes de oxidação detectadas para FZP (0,99 µA) e SMX 

(2,22 µA) em +1,00 V foi similar à corrente de oxidação detectada para a solução 

contendo as três espécies (3,19 µA). Do mesmo modo, a soma das correntes de oxidação 

detectadas para FZP (1,61 µA), SMX (7,46 µA) e TMP (1,99 µA) em +1,30 V é similar 

à corrente de oxidação detectada para solução contendo as três espécies (11,01 µA). No 

entanto, as correntes de oxidação da FZP em +0,75 V (0,86 µA), em +1,00 V (0,99 µA) 

e em +1,30 V (1,61 µA) e de SMX em +1,00 V (2,22 µA) e em +1,30 V (7,46 µA) não 

foram as mesmas. Então, uma simples subtração entre as correntes detectadas nesses 

pulsos de potenciais não dá acesso as correntes de oxidação provenientes apenas da TMP, 

em +1,30 V, ou do SMX, em +1,00 V. 

Esse problema pode ser contornado utilizando três fatores de correção (FC1, FC2 e 

FC3), semelhante aos calculados nos itens 4.2.2 e 4.3.2, que correspondem à diferença 

exata entre a corrente detectada para FZP em +0,75 e +1,00 V (FC1) e em +0,75 e +1,30 V 

(FC2) ou para SMX em +1,00 e +1,30 V (FC3). Os FCs foram obtidos através da injeção 

de uma solução contendo apenas FZP (FC1 e FC2) ou apenas SMX (FC3) no sistema de 

BIA e através das seguintes equações: 

FC1 = iFZP(+1,00 V)/iFZP(+0,75 V) 

FC2 = iFZP(+1,30 V)/iFZP(+0,75 V) 

FC3 = iSMX(+1,30 V)/iSMX(+1,00 V) 

Então, após a injeção de soluções de amostras ou padrões contendo as três moléculas 

(TMP + SMX + FZP), as correntes originadas apenas da oxidação do SMX em +1,00 V 

ou apenas da TMP em +1,30 V foram calculadas usando as seguintes equações: 

iSMX = i+1,00 V – (FC1 x i+0,75 V) 
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iTMP = i+1,30 V – (FC2 x i+0,75 V) – (FC3 x iSMX) 

Os FCs foram calculados todos os dias antes de cada análise, juntamente com as 

curvas de calibração, uma vez que variações no seu valor podem ocorrer em dias 

diferentes.  

 

4.4.3. Otimização dos parâmetros experimentais para o sistema BIA 

Os parâmetros experimentais do sistema BIA-MPA estudados foram os seguintes: A 

velocidade de injeção (75 µL s-1), o volume de injeção (150 µL) e a velocidade de agitação 

da solução no interior da célula BIA (1400 rpm). Nessas condições, o pico transiente 

apresentou duração de 15 s (0,25 min). Usando os pulsos de potenciais propostos na Fig. 

50A, o tempo de amostragem de corrente em cada amperograma foi de 450 ms (tempo 

total do esquema de pulsos: 50 + 50 + 50 + 200 + 100 ms) e, dessa forma, um pico de 15 

segundos de duração tem em média 33 pontos de amostragem de corrente, como pode ser 

observado na Figura 51. 
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Figura 51. Picos transientes, com seus respectivos pontos de amostragem de corrente 

(~33 pontos/pico), obtidos após a injeção de uma solução contendo TMP + SMX + FZP 

(10 + 50 + 6,3 mg L-1, respectivamente) no sistema BIA-MPA. Outras condições ver Fig. 

50. 

A amostragem da corrente ocorre em torno de quatro vezes no ápice de cada pico 

(Fig. 51), o que é adequado para obtenção de boa repetibilidade do método (uso da altura 

para construção das curvas de calibração), como já discutido anteriormente (itens 4.1.3, 

4.2.3 e 4.3.3).  

A influência da agitação da solução contida no interior da célula BIA foi estudada 

mediante injeções repetitivas de solução contendo SMX + TMP + FZP (10 + 50 + 

6,3 mg L-1, respectivamente). Na Figura 52 são apresentados os resultados obtidos com a 

injeção desta solução com e sem agitação da solução no interior da célula BIA.  
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Figura 52. Respostas (n = 3) obtidas com o sistema BIA com a solução no interior da 

célula com e sem a agitação. Velocidade de agitação: 1400 rpm; solução injetada: TMP 

+ SMX + FZP (10 + 50 + 6,3 mg L-1, respectivamente). Outras condições ver Fig. 50. 

Conforme pode ser observado na Fig. 52, essa análise pode ser realizada com ou sem 

agitação (1400 ± 10 rpm) da solução no interior da célula, a diferença é que, sob agitação, 

a frequência de amostragem pode ser aumentada de 35 para 70 injeções h-1. Como já 

justificado anteriormente, isto ocorre porque os analitos e os seus respectivos produtos de 

oxidação são rapidamente removidos da superfície do eletrodo de trabalho, o que, além 

de aumentar a frequência analítica, reduz a possibilidade de contaminação da superfície 

do eletrodo. 

 

4.4.4. Estudo da repetibilidade do método 

Para estudar a estabilidade do eletrodo de BDD nas condições otimizadas, injeções 

sucessivas (n = 15) de soluções contendo somente SMX, somente FZP e 1,3 + 2,0 + 
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10,0 mg L-1 (a) ou 6,3 + 10,0 + 50,0 mg L-1 (b) de FZP + TMP + SMX, respectivamente, 

foram analisadas. A Figura 53 apresenta os resultados obtidos. 

 

Figura 53. Amperogramas obtidos após injeções de soluções contendo somente SMX 

(30 mg L-1) para o cálculo do FC3, somente FZP (3,8 mg L-1) para o cálculo do FC1 e FC2 

e duas soluções de composições diferentes: (a) 1,3 + 2,0 + 10 mg L-1 e (b) 6,3 + 10 + 

50 mg L-1 de FZP + TMP + SMX, respectivamente. Outras condições ver Fig. 50. 

O DPR foi de 2,1% (a) e 1,2% (b) para FZP, 3,5% (a) e 2,5% (b) para TMP e 2,1% (a) 

e 1,3% (b) para SMX. Esses resultados indicam que o sistema BIA apresentou boa 

repetibilidade, uma vez que nenhum efeito de memória entre sucessivas injeções foi 

observado, mesmo trabalhando com soluções com grandes diferenças de concentrações. 

Tais resultados só foram obtidos após a adição dos pulsos de potenciais de 

+1,80 V/200 ms e +0,20 V/100 ms (limpeza eletroquímica), na rampa de potenciais 

aplicados de forma contínua e cíclica durante todo o experimento. A aplicação destes 

pulsos de potenciais adicionais preveniu ou retardou a contaminação do eletrodo de BDD. 
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Na ausência destes pulsos de potenciais de limpeza houve uma piora na repetibilidade do 

método. 

 

4.4.5. Aplicação do sistema BIA-MPA na determinação simultânea de SMX, 

TMP e FZP em formulações farmacêuticas  

A Figura 54 apresenta os amperogramas obtidos para injeções de soluções contendo 

apenas SMX (30,00 mg L-1), utilizada para calcular o FC3, apenas FZP (3,75 mg L-1), 

utilizada para calcular FC1 e FC2, cinco soluções padrão contendo concentrações 

crescentes de FZP (a – e: 1,3 – 6,3 mg L-1), TMP (a – e: 2,0 – 10,0 mg L-1) e SMX (a – e: 

10,0 – 50,0 mg L-1) e quatro amostras (f – i) adequadamente diluídas no eletrólito de 

suporte. As curvas de calibração foram construídas, levando em consideração o intervalo 

de concentração para a qual os FCs foram relativamente constantes (FC1 = 1,13 ± 0,02; 

FC2 = 1,88 ± 0,01; FC3 = 3,35 ± 0,02). 
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Figura 54. (A) Amperogramas obtidos com o sistema BIA-MPA após a injeção de 

soluções contendo SMX (30 mg L-1), FZP (3,8 mg L-1), cinco soluções padrão contendo 
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simultaneamente concentrações crescentes de FZP (a – e: 1,3 a 6,3 mg L-1), TMP (a – e: 

2,0 a 10,0 mg L-1) e SMX (a – e: 10,0 a 50,0 mg L-1), e quatro amostras farmacêuticas (f, 

g, h e i) devidamente diluídas no eletrólito de suporte; Curvas de calibração: (B) TMP; 

(C) SMX e (D) FZP. Outras condições ver Fig. 50 

As curvas de calibração (Fig. 54B, 54C e 54D) apresentaram boa linearidade na faixa 

de concentração estudada, com a obtenção das seguintes equações: 

TMP: i (µA) = - 0,14114 ± 0,10742 + 0,40953 ± 0,01774 c (mg L-1); r = 0,996 

SMX: i (µA) =  0,02129 ± 0,02529 + 0,04691 ± 0,00835 c (mg L-1); r = 0,999 

FZP: i (µA) = - 0,00414 ± 0,02573 + 0,23509 ± 0,00680 c (mg L-1); r = 0,998 

As soluções padrão injetadas em ordem crescente e decrescente de concentração 

apresentaram respostas semelhantes (baixo desvio no valor da inclinação das curvas 

< 2,10%), o que confirma, mais uma vez, que o fenômeno de efeito de memória ou 

contaminação do eletrodo foi prevenido. As características analíticas do método BIA-

MPA para determinação simultânea de SMX, TMP e FZP são mostradas na Tabela 11. 

Tabela 11. Características analíticas do método BIA-MPA para SMX, TMP e FZP 

Características FZP TMP SMX 

Faixa Linear (mg L
-1

) 1,0 – 40,0 2,0 – 40,0 4,0 – 320,0 

r 0,998 0,996 0,999 

LD (mg L
-1

) 0,05 0,15 0,20 

LQ (mg L
-1

) 0,17 0,50 0,68 

Frequência analítica (injeções h
-1

)  70,0 70,0 70,0 

DPR intra-dia (n = 15) 1,2% 2,5% 1,3 

DPR inter-dia (n = 8) 1,1% 3,1% 2,8 

r = coeficiente de correlação linear; LD = Limite de detecção (3 SB/b; SB = desvio padrão do branco, n = 10, b = 

coeficiente angular da curva de calibração); LQ = Limite de quantificação (3,33 LD) 
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O método BIA proposto foi usado para determinação simultânea de SMX, TMP e 

FZP em quatro amostras farmacêuticas e os resultados foram comparados com os obtidos 

por HPLC. A Tabela 12 mostra os resultados das análises dessas amostras com seus 

respectivos desvios padrões (n = 3). 

Tabela 12. Comparação dos resultados obtidos para determinação simultânea de TMP, 

SMX e FZP por BIA e HPLC (n = 3). 

Amostras 
mg / comprimido TMP SMX FZP 

TMP SMX FZP BIA HPLC BIA HPLC BIA HPLC 

1 80 400 50 76 ± 3 79 ± 2 396 ± 6 384 ± 8 50 ± 2 54 ± 2 

2 80 400 50 83 ± 2 79 ± 3 375 ± 6 383 ± 8 48 ± 2 54 ± 4 

3 80 400 50 82 ± 2 81 ± 2 408 ± 8 395 ± 9 53 ± 1 56 ± 2 

4 80 400 50 77 ± 2 80 ± 3 409 ± 6 393 ± 10 52 ± 1 54 ± 3 

 

O teste t de Student para amostras pareadas foi usado para comparar os valores obtidos 

por HPLC com os encontrados utilizando o método BIA proposto. Em um nível de 

confiança de 95%, os resultados médios de ambos os métodos podem ser considerados 

semelhantes (tcalculado < tcrítico = 3,18; 3 graus de liberdade). Além disso, o teste F foi 

utilizado para avaliar a igualdade dos desvios padrão dos resultados obtidos por ambos 

os métodos e, em todos os casos, o Fcalculado foi inferior ao Fcrítico (19,0) ao nível de 95% 

de confiança. 

 

4.4.6. Comparação dos parâmetros analíticos obtidos por BIA-MPA e métodos 

publicados anteriormente. 

Na literatura estão disponíveis apenas dois trabalhos [62, 63] que descrevem a 

determinação simultânea de SMX, TMP e FZP. A Tabela 13 apresenta uma comparação 
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entre os parâmetros analíticos obtidos por BIA-MPA e pelos métodos descritos 

anteriormente. 

Tabela 13. Comparação entre as características analíticas do método proposto e métodos 

analíticos anteriores para a determinação simultânea de SMX, TMP e FZP. 

Método Analitos 
Faixa Linear 

(mg L
-1

) 

r LD 

(mg L
-1

) 

DPR 

(%) 

F.A. 

(h
-1

) 
Ref. 

SP-3D 

SMX 10,0 – 50,0 0,999 - 1,06 - 

[63] TMP 4,0 – 20,0 0,999 - 1,72 - 

FZP 2,5 – 12,5 0,999 - 0,84 - 

SP-PLS-1 

SMX - 0,999 - 1,05 - 

[62] TMP - 0,999 - 0,98 - 

FZP - 0,999 - 1,90 - 

BIA-MPA 

SMX 4,0 – 320,0 0,999 0,20 1,30 70 

Tese TMP 2,0 – 40,0 0,996 0,15 2,50 70 

FZP 1,0 – 40,0 0,998 0,05 1,20 70 

SP-3D = espectrofotometria de derivada terceira; SP-PLS-1 = espectrofotometria com calibração multivariada PLS-1; 

F.A. = frequência analítica. 

 

A comparação entre o método proposto e os métodos descritos anteriormente para 

determinação simultânea de SMX, TMP e FZP foi limitada, pois não foram apresentadas 

informações sobre LDs e F.A. em nenhum desses trabalhos. Em todos os casos, os 

métodos foram lineares e precisos. A vantagem adicional da técnica BIA-MPA está na 

aparelhagem simples e de baixo custo, além de ser adaptável em laboratórios com 

infraestrutura limitada. 
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5. CONCLUSÕES 

O presente trabalho demonstrou com sucesso a utilização da técnica análise por 

injeção em batelada com detecção amperométrica de múltiplos pulsos (BIA-MPA) 

empregando BDD como eletrodo de trabalho, para determinação simultânea de princípios 

ativos presentes em quatro medicamentos comerciais: (1) NIM e PAR, (2) COD e PRO, 

(3) AMD e FMD e (4) SMX, TMP e FZP. 

Os estudos propostos para determinação simultânea de cada grupo desses 

princípios ativos apresentaram bons resultados em relação à sensibilidade, seletividade e 

repetibilidade (DPR < 3,5%), mesmo usando um eletrodo (BDD) não modificado.  

A possibilidade de aplicação dos pulsos de potenciais de limpeza foi eficiente para 

evitar a passivação/contaminação/desativação do eletrodo de trabalho na maioria dos 

casos, exceto para a determinação simultânea de PRO e COD. Nesse caso houve a 

necessidade de uso de alíquotas de EtOH para contornar problemas de contaminação que 

ocorreram após a injeção das amostras (xarope). Ainda assim, o uso do sistema BIA 

também se mostrou vantajoso, pois alíquotas de EtOH foram adicionadas e o sistema 

continuou funcionando, sem a necessidade de lavagem ou desmontagem do sistema.  

Os resultados obtidos por BIA-MPA mostraram-se semelhantes aos obtidos por 

HPLC a um nível de confiança de 95%. No entanto, o método proposto apresenta 

inúmeras vantagens em relação a outros métodos disponíveis na literatura, tais como: 

simplicidade, portabilidade, alta frequência analítica (50 a 140 injeções h-1), baixo custo 

(de aquisição e manutenção), uso de pequenas quantidades de reagentes e amostras 

(geração mínima de resíduos por análise), etapas simples de preparo das amostras 

(somente dissolução e/ou diluição) e potencialidade para ser empregado em análises fora 

do laboratório (em campo). 
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As inúmeras vantagens do sistema BIA-MPA permitem que empresas com menor 

poder aquisitivo (farmácias de manipulação, por exemplo) possam implantar estas 

metodologias de controle de qualidade, pois os custos de aquisição, de operação e de 

manutenção são consideravelmente inferiores, além da instrumentação ser adaptável em 

laboratórios com mínima infraestrutura. 
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